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Verfahren zum Identifizieren von fungizid wir k samen Verh.ndunpen hasierenrf an f 
Mevalonat Kinasen aus Pilzen 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, die Verwendung 
von Mevalonate Kinase zum Identifizieren von Fungiziden, und die Verwendung von Inhibitoren 
5 der Mevalonate Kinase als Fungizide. 

Unerwiinschtes Pilzwachstum, das in der Landwirtschaft jedes Jahr zu betrachtlichen Schaden 
fuhrt, kann durch die Verwendung von Fungiziden kontrolliert werden. Die Anspriiche an Fungi- 
zide sind dabei hinsichtlich ibxer Wirksamkeit, Kosten und vor allem ihrer Umwelrvertraglichkeit 
stetig angestiegen. Es existiert deshalb ein Bedarf an neuen Substanzen bzw. Substanzklassen, die 
zu leistungsfahigen und umweltvertraglichen neuen Fungiziden entwickelt werden konnen. Im 
AUgemeinen ist es iiblich, in Gewachshaustests nach solchen neuen Leitstrukturen zu suchen. Sol- 
che Tests sind jedoch arbeitsintensiv und teuer. Die Anzahl der Substanzen, die im Gewachshaus 
getestet werden k6nnen, ist entsprechend begrenzt. Eine Alternative zu solchen Tests ist die Ver- 
wendung von sogenannten Hochdurchsatzverfahren (HTS = high throughput screening). Dabei 
werden in einem automatisierten Verfahren eine groBe Anzahl von Einzelsubstanzen hinsichtlich 
ihrer Wirkung auf Zellen, individuelle Genprodukte oder Gene getestet. Wird fur bestmimte Sub- 
stanzen eine Wirkung nachgewiesen, so konnen diese in herkommUchen Screeningverfahren unter- 
sucht und gegebenehfalls weiter entwickelt werden. - 

Vorteilhafte neue Angriff spunkte fur Fungizide, die dann in den geriannten HTS- Verfahren genutzt 
20 werden konnen, werden oft in essentiellen Biosynthesewegen gesucht. Ideale Fungizide sind 
weiterhin solche Stoffe, die Genprodukte hemmen, die eine entscheidende Bedeutung bei der Aus- 
pragung der Pathogenitat eines Pilzes haben. 

. Aufgabe 4er vorliegenden Erfindung war es deshalb, einen geeigneten neuen Angriffspunkt fur 
potentielle fungizide Wirkstoffe zu identifizieren und zuganglich zu machen, und darauf basierend 
25 ein Verfahren zur Verfugung zu stellen, das die Identifizierung von Modulatoren dieses Angi-iffs- 
punkts vorzugsweise in einem Hochdurchsatzverfahren ermSglicht, um damit die Identifizierung 
neuer Fungizide zu ermoglichen. 
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Abbildung 1: Schematische Darst ellung d er v o n der Mevalona t Kinase kzt^^^p^ 
Uqil Die Mevalonat Kinase katalysiert die Reaktion von (R)-Mevalonat und 
Adenosintriphosphat zu (R)-5-Phosphomevalonat und Adenosindiphosphat. 

Hoinologie zwischen Mevalonat Kinase aus v erschiedenen Pjlzgn (1) Saccha- 
romycs cerevisiae, (2) Schizosaccharomyces pombe, (3) Ustilago maydis, (4) 
Newospora crassa, (5) Magnaporthe grisea. Rahmen geben Bereiche mit einer 
genau ubereinstimmenden Sequenz wieder (Konsensussequenz). 

SDS-Gel zur DarsteUunr deg Verlauft der beterolog gn Exa^rm der Mgvalo 
natKma S ein^.,o//RT,7imF^ . Das iiberexprimierte GST-Fusionsprotein hat 
eine Gr6J3e von 74,5 kDa. In den Spuren M wurden Grofienstandards aufgetra- 
gen. Spur 1: Pelletfraktion; Spur 2: Cytoplasmafraktion der uberexprimierten 
Mevalonat Kinase (3 Stunden nach Induktion mit lOOmM IPTG bei 30°C); 
Spur 3: Waschfraktion nach dem Auftragen der Cytoplasmafraktion auf die 
Glutathion-Sepharose Saule; Spur 4: Elutionsfraktion mit angereinigter Meva- 
lonat Kinase. 

Kinetik der Umsetzung von MeyjUonat u.H A^ iph ,^ at ^ f _ 

schiedlichenKonzentrationen der M evalonat Kinasejm a^ v . Tn sj ^ 

volumen von 50 pi wurden 300 uM Adenosintriphosphat, 500 uM Mevalonat 
300 uM NADH, 400uM Phosphoenolpyruvat, 0,2 U Pyruvat Kinase und 0,4 U 
Laktat Dehydrogenase sowie unterschiedliche Mengen an Mevalonat Kinase r 
eingesetzt. Die verwendeten Proteinkonzentrationen der Mevalonat Kinase sind 
der Abbildung zu entnehmen. Die Umsetzung des Mevalonat.wurde anhand der 
gekoppelten Reaktion mit Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase verfolgt. 
Dabei wird die Umsetzung des ATP mittels Mevalonat durch die gekoppelte 
Absorptionsabnahme bei 340 nm (Abnahme des NADH in gekoppelter Reak- 
tion) verfolgt. 

SEQ ID NO:l Nukleinsauresequenz kodierend fur die Mevalonat Kinase aus Ustilago maydis. 
Dieangegebene Sequenz entspricht der genomischen DNA. 

SEQ ID NO: 2 Aminosauresequenz der Mevalonat Kinase aus Ustilago may,dis. 



Abbildung 4: 
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Defmitionen 

Unter dem Begriff "Homologie" bzw. "Identitat" soli die Anzahl der uberemstimmenden Amino- 
sauren (Identitat) mit anderen Proteinen, ausgedrfickt in Prpzent verstanden werden. Bevorzugt 
wird die Identitat durch Vergleiche einer gegebenen Sequenz zu anderen Proteinen mit Hilfe von 
S Computerprogrammen' ermittelt. Weisen Sequenzen, die miteinander verglichen werden, unter- 
schiedliche Langen auf, ist die Identitat so zu ermitteln, dass die Anzahl an Aminosauren, welche 
die kiirzere Sequenz mit der langeren Sequenz gemeinsam hat, den prozentualen Anteil der Iden- 
titat bestimmt. Die Identitat kann standardmafiig mittels bekannten und der Offentliclikeit zur Ver- 
fiigung stehenden Computerprogrammen wie z.B. ClustalW (Thompson et al., Nucleic Acids 
Research 22 (1994), 4673-4680) ermittelt werden. ClustalW wird z.B. offentich zur Verfiigung 
gestellt von Julie Thompson (Thompson@EMBL-Heidelberg.DE) und Toby Gibson (Gibson@- 
EMBL-Heidelberg.DE), European Molecular ■ Biology Laboratory, Meyerhofstrasse 1, D 69117 
Heidelberg, Germany. ClustalW kann ebenfalls von verschiedenen Intemetseiten, u.a. beim 
IGBMC (Institut de G6netique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, B.P.I 63, 67404 Illkirch 
15 Cedex, France; fqD://fjtp-igbmc.UrStrasbg.fi-/pub/). und beim EBI (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/) 
sowie bei alien gespiegelten ihternetseiten des EBI (European Bioinformatics Institute, Wellcome 
Trust Genome Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SD, UK), heruntergeladen werden. Wenn das 
ClustalW Computerprogramm der Version 1.8 benutzt wird, urn die Identitat zwischen z.B. einem 
gegebenen Referenzprotein und anderen Proteinen zu bestimmen, sind folgende Parameter einzu- ~ 
stellen: KTUPLE=1, TOPDIAG=5, WINDOW=5, PAIRGAP=3, GAPOPEN=10, GAPEX- 
TEND=0.05, GAPDIST=8, MAXDIV=40, MATRIX=GONNET, ENDGAPS(OFF), NOPGAP, 
NOHGAP. Eine Mogliclikeit zum Auffinden von ahnlichen Sequenzen ist die Durchfuhrung von 
Sequenzdatenbankrecherchen. Hierbei wird eine oder werden mehrere Sequenzen als sogenannte 
Abfrage ("query") vorgegeben. Diese Abfragesequenz wird dann mittels statistischen Computer- 
25 programmen mit Sequenzen, die in den ausgewahlten Datenbanken enthalten sind, verglichen. 
Solche Datenbankabfragen ("blast searches") sind dem Fachmarm bekannt mid konnen bei 
verschiedenen Anbietem durchgefUhrt werden. Wird eine solche Datenbankabfrage z.B. beim 
NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchge- 
fuhrt, so sollen die Standardeinstellungen, die fur die jeweilige Vergleichsanfrage vorgegeben 
30 sind, benutzt werden. Fur Proteinsequenzvergleiche ("blastp") sind dieses folgende Einstellungen: 
Limit entrez = nicht aktiviert; Filter = low, complexity, aktiviert; Expect value =10; word size = 3; 
Matrix = BLOSUM62; Gap costs: Existence =11, Extension = 1. Als Ergebnis einer solchen ■ 
Abfrage werden neben anderen Parametem auch der Anteil an Identitat zwischen der Abfrage- 
sequenz und den in den Datenbanken aufgefundenen ahnlichen Sequenzen dargestellt. Unter einem ' ' 
35 erfmdungsgemaBen Protein sollen daher im Zusammenliang mit der vorliegenden Erfmdung solche 
Proteine verstanden werden, die bei der Verwendung mindestens einer der vorstehend beschrie- 
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benen Methoden zur Identitatsbestimmung eine Identitat von mindestens 50 % aufweisen, bevor- 
zugt von mindestens 60 % 9 besonders bevorzugt von mindestens 70 %, weiter bevorzugt von min- 
destens 80 %, und insbesondere von mindestens 90 %. 

Der Ausdruck "vollstandige Mevalonat Kinase" wie er hierin verwendet wird, beschxeibt eine 
5 Mevalonat Kinase, die von einer vollstandigen kodierenden Region einer Transkriptionseinheit 
kodiert wird, umfassend das ATG-Startcodon und alle informationstragenden Exonbereiche des im 
Herkunftsorganismus vorliegenden, fur Mevalonat Kinase kodierenden Gens, sowie die fiir eine 
korrekte Termination der Transkription notigen Signale. 

Der Ausdruck "enzymatische Aktivitat einer Mevalonat Kinase" wie er hierin verwendet wird, 
10 bezieht sich auf die Fahigkeit eines Polypeptids, die vorstehend beschriebene Reaktion, d.h. die 
Umsetzung von Mevalonat und Adenosintriphosphat zu Phosphomevalonat und Adenosin- 
diphosphat zu katalysieren. Die beschriebene Reaktion stellt dabei die vorrangig vom Polypeptid 
katalysierte Reaktion dar. Polypeptide, die die beschriebene Reaktion nur unter bestimmten, nicht 
natiirlichen Bedingungen katalysieren konnen, oder dazu im Vergleich zur vorrangig von ihnen 
1 5 katalysierten Reaktion nur in sehr geringem Ausmafl in der Lage sind, werden nicht uinfasst. 

Der Ausdruck "aktives Fragment" wie er hierin verwendet wird, beschreibt nicht mehr vollstandige 
Nukleinsauren kodierend fur Mevalonat Kinase, die aber noch fiir Polypeptide mit der enzyma- 
tischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase kodieren, und die eine fur die Mevalonat Kinase charak- 
teristische Reaktion wie vorne bes.chrieben katalysieren konnen. Solche Fragmente sind kiirzer als 

20 die oben beschriebenen vollstandigen, fiir die Mevalonat Kinase kodierenden Nukleinsauren. 
Dabei konnen sowohl an den 3'- und/oder 5'-Enden der Sequenz Nukleinsauren entfernt worden 
sein, es konnen aber auch Teile der Sequenz deletiert, d.h: entfernt worden sein, die die biolo- 
gische Aktivitat der Mevalonat Kinase nicht entscheidend beeintrachtigen. Eine geringere oder 
gegebenenfalls auch eine erhohte Aktivitat, die aber noch die Charakterisierung bzw. Verwendung 

25 des resultierenden Mevalonat Kinase Fragments gestattet, wird dabei als ausreichend im Sinne des 
hier verwendeten Ausdrucks verstanden. Der Ausdruck "aktives Fragment" kann sich ebenso auf 
die Aminosauresequenz der Mevalonat Kinase beziehen und gilt dann analog den obigen Ausfuh- 
rungen fur solche Polypeptide, die im Vergleich zur oben definierten vollstandigen Sequenz 
bestimmte Teile nicht mehr enthalten, wobei die enzymatische Aktivitat des Enzyms jedoch nicht 
30 entscheidend beeintrachtigt ist. Die Fragmente konnen dabei verschiedeiie Langen besitzen. 

Der Begriff "Mevalonat Kinase Hemmtest" oder "Hemmtest", wie er hierin verwendet wird, 
bezieht sich auf ein Verfahren bzw. einen Test, der es gestattet, die Inhibition der enzymatischen - 
Aktivitat eines Polypeptids mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase durcli eine 
oder mehrere chemische Verbindungen (Kandidatenverbindung(en)) zu erkennen, wodurch die 
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chemische Verbindung als Inhibitor der Mevalonat Kinase bzw. als Fungizid identifiziert werden 
kann. 

Der Ausdmck "Gen", wie er hierin verwendet wird, ist die Bezeichnung fur einen Abschnitt aus 
dem Genom einer Zelle, der fiir die Synthese einer Polypeptid-Kette veranrwortlich ist. 

Der Ausdruck "Fungizid" bzw. "fungizid" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf 
chemische Verbindungen, die zur Bekampfung von Pilzen, insbesondere von pflanzenpathogenen 
Pilzen geeignet sind. Solche pflanzenpathogene Pilze werden nachfolgend genannt, wobei die Auf- 
zahlung nicht abschlieBend ist: 

Plasmodiophoromycetes, Oomycetes, Chytridiomycetes, Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomy- 
cetes und Deuteromycetes, z.B. 

Pythium-Arten, wie beispielsweise Pythiwn ultimum, Phytophthora-Arten, wie beispielsweise Phy 
tophthora infestans, Pseudoperonospora-Arten, wie beispielsweise Pseudoperonospora humuli oder 
Pseudoperonospora cubensis, Plasmopara-Arten, wie beispielsweise Plasmopara viticola, Bremia- 
Arten, wie beispielsweise Bremia lactucae, Peronospora-Arten, wie beispielsweise Peronospora pisi 
oder P. brassicae, Erysiphe-Arten,.wie beispielsweise Erysiphe grammis, Sphaerotheca-Arten, wie 
beispielsweise Sphaerotlteca fidiginea, Podosphaera-Arten, wie beispielsweise Podosphaera leuco- 
tricha, Venturia-Arten, wie beispielsweise Venturia inaequalis, Pyrenophora-Arten, wie beispiels- - 
Aveise Pyrenophora teres oder P. grammea (Konidienform: Drechslera, Syn: Helnxmmosporium), 
Cochliobolus-Arten, wie beispielsweise Cochliobolus sativus (Konidienform: Drechslera, Syn: 
Helmintliosporium), Uromyces-Arten, wie beispielsweise Uromyces appendicular, Puccinia-Arten, 
wie beispielsweise Puccinia recondita, ■ Sclerotinia-Arten, wie beispielsweise Sclerotinia. 
sclerotiorum, Tilletia-Arten, wie beispielsweise Tilletia caries; Ustilagd-Arten, wie beispielsweise 
Ustilago nuda oder Ustilago avenae, Pellicularia-Arten; wie beispielsweise Pellicularia sasakii, 
. Pyricularia-Arten, wie beispielsweise Pyricidaria oiyzae, Fusarium-Arten, wie beispielsweise 
Fusarium ( culmorum, Botrytis-Arten, Septoria-Arten, wie beispielsweise Septoria nodorum, 
Leptosphaeria-Arten, wie beispielsweise Leptosphaeria nodorum, Cercospora-Arten, wie beispiels- 
weise Cercospora canescens, Alternaria-Arten, wie beispielsweise Alternaria brassicae oder 
Pseudocercosporella-Arten, wie beispielsweise Pseudocercosporella lierpotrichoides. 

. Von besonderem Interesse sind z.B. auch Magnaporthe grisea, Cochliobulus heterostrophus, 
30 . .....Nectria /jewzatococczw und Phvtophtora species. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe der erfmdungsgemafien Mevalonat Kinase gefunden werden, ' 
konnen aber auch mit Mevalonat Kinasen aus humanpathogenen Pilzspezies interagieren, wobei 
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die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Mevalonat Kinasen 
nicht immer gleich stark sein muss. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindungen ist deshalb auch ein Verfahren zum Identifizieren von 
Antimykotika, d.h. von Inhibitoren der Mevalonat Kinase aus human- oder tierpathogenen Pilzen, 
die zum Herstellen von Mitteln zur Behandlung von durch human- oder tierpathogene Pilze her- 
vorgerufenen Erkrankungen verwendet werden konnen. 

Dabei sind die folgenden humanpathogenen Pilze von besonderem Interesse, die unter anderem die 
nachfolgend genannten Krankheitsbilder hervorrufen konnen: 

Dermatophyte^ wie z.B. Trichophyton spec. Microsporum spec, Epidermophytonfloccosum oder 
1 0 Keratomyces ajelloi, die z.B. Fufimykosen (Tinea pedis) hervorrufen, 

Hefen, wie z.B. Candida albicans, die Soor-Osophagitis und Dermatitis hervorruft, Candida 
glabrae Candida krusei oder Cryptococcus neoformans, die z.B. pulmonale Cryptococcose und 
auch Torulose hervorrufen konnen, 
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Schimmelpilze, wie z.B. Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger, die z.B. bronchopulmonale 
Aspergillose oder Pilzsepsis hervorrufen, Mucor spec, Absidia spec, oder Rhizopus spec , die z.B. 
Zygomykosen (intravasale Mykosen) hervorrufen, Rhinosporidium seeberi, der z.B. chronische 
granulomatose Pharyngitis und Tracheitis hervorruft Madwella myzetomatis, der z.B. subkutane " 
Myzetome hervorruft, Histoplasma capsulatum, der z.B. retikuloendotheliale Zytomykose und M. 
Darling hervorruft, Coccidioides immitis, der z. B. pulmonale Coccidioidomykose und Sepsis her- 
vorruft, Paracoccidioides brasiliemis, der z.B. brasilianische Blastomykose hervorruft, Blas- 
tomyces dermatitidis, der z.B. Gilchrist-Kranklieit und nordamerikanische Blastomykose her- ' 
vorruft, Loboa loboi, der z,B. Keloid-Blastomykose und Lobo's Krankheit hervorruft, und 
Sporoth-ix schenckii, der z.B. Sporotrichose (granulomatose Hautmykose) hervorruft. 

Im Folgenden. sollen die Begriffe "ftmgizid" bzw. "Fungizid" gleichermaBen fur die Begriffe 
"antimykotisch" bzw. "Antimykotikum" als auch fiir die Begriffe "fungizid" bzw. "Fungizid" im 
herkemmlichen Sinne, d.h. bezogen auf pflanzenpathogene Pilze, verwendet werden. 

Fungizide Wirkstoffe, die mit Hilfe einer aus einem bestimmten Pilz, hier z.B. aus U. maydis, 
gewonnenen Mevalonat Kinase gefunden werden, konnen also auch mit einer Mevalonat Kinase 
aus zahlreichen anderen Pilzspezies, gerade auch mit weiteren pflanzenpathogenen Pilzen inter- 
agieren, wobei die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Meva- . , 
lonat Kinasen nicht immer gleich stark sein muss. Dies erklart unter anderem die beobachteie 
Selektivitat der an diesem Enzym wirksamen Substanzen. 
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Der Ausdruck "Kompetitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf die Eigenschaft der 
Verbindungen, mit anderen, gegebenenfalls zu identifizierenden Verbindungen urn die Bindung an 
der Mevaionat Kinase zu kompetitieren und diese vom Enzym zu verdrangen bzw. von dieser ver- 
drangt zu werden. 

Der Ausdruck "Agonist", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf ein Molekul, das die Akti- 
vitat der Mevaionat Kinase besdileunigt oder versi^ 

Der Ausdruck "Antagonist", oder auch "Inhibitor" wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf 
ein Molekul, das die Aktivitat der Mevaionat Kinase verlangsamt oder verhindert. 

Der Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, stellt den Oberbegriff zu Agonist bzw. 
Antagonist dar. Modulatoren konnen kleine organisch-chemische Molekule, Peptide oder Antikor- 
per sein, die an die erfindungsgemaBen Polypeptide binden bzw. die deren Aktivitat beeinflussen. 
Weiterhin konnen Modulatoren kleine organisch-chemische Molekule, Peptide oder Antikorper 
sein, die an ein Molekul binden, welches wiederum an die erfindungsgemaBen Polypeptide bindet, 
und dadurch deren biologische Aktivitat beeinflusst. Modulatoren konnen natiirliche Substrate und 
Liganden darstellen oder strukturelle oder funktioneUe Mimetika davon. Bevorzugt handelt es sich 
beim Ausdruck "Modulator", wie er hierin verwendet wird, jedoch urn solche Molekule, die nicht 
die naturlichen Subsfrate bzw. Liganden darstellen. 
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Beschreibung der Erfindung 

Die Mevalonat Kinase (EC 2.7.1.36), im Folgenden auch mit MK abgekiirzt, katalysiert die Reak- 
tion von Mevalonat und Adenosintriphosphat zu Phosphomevalonat und Adenosindiphosphat 
(Abbildung 1). 

5 Die von der Mevalonat Kinase katalysierte Reaktion ist ein essentieller Schritt am Anfang der 
Biosynthese von Ergosterol, Dolichol oder Ubichinon (Lees et al„ 1997, Biochemistry 0 and 
molecular biology of sterol synthesis in Saccharomyces cerevisiae. Biochemistry and Function of 
Sterols, 85-99- Mercer, 1984, The biosynthesis of ergosterol. Pestic. Set. 15(2), 133-55; Karst und 
Lacroute, 1977, Ergosterol Biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. MolGen Genet 154 069 
10 277). ' 

Gene kodierend fur die Mevalonat Kinase warden bereits in verscbiedenen Pilzen identifiziert- in 
den Hefen Saccharomyces cerevisiae (Swissprot Accession No.: X55875) und Schizosaccharo- 
mycespombe (Swissprot Accession No, AB000541), oder in Neurospora crassa (Swissprot 
Accession No.: NCB11N2). A us den pflanzenpathogenen Pilzen Magnaporthe grisea und 
5 Fusarium sporotrichoses sind Sequenzfragmente des fur die Mevalonat Kinase kodierenden 
Gens bekannt. Daneben wurde die Mevalonat Kinase auch in zahlreichen anderen Organismen 
gefunden, so z.B. in Homo sapiens (Swissprot: Accession No, AK023087), Mus musculus 
(Swrssprot: Accession No, BC005606) oder Oryza sativq (Swissprot: Accession No • " 
AC091749). . 

Die SequenzahnliclJceiten zwischen verschiedenen MKs sind innerhalb der eukaryontischen 
Klassen signifikant, wahrend hingegen die Sequenzidentitat zu den bakteriellen Enzymen weni g er ' 
signifikant ist. 

Die Mevalonat Kinase wurde aus verschiedenen Organismen isoliert, exprimiert, gereinigt und 
auch charakterisiert (Tanaka et al., 1990, Purification and regulation of mevalonate kinase from rat 
liver J. Biol. Chen, 265(4), 2391-98; Chu, Xiusheng und Li, Ding, 2003, Cloning, expression and 
punficat 10 n of His-tagged rat mevalonate kinase. Prot. Exp. Purific. 27, 165-70; Schulte er al 
2000, Punfication and characterization of mevalonate kinase from suspension-cultured cells of 
Catharanthus roseus (L.) G. Don. Arc. Biochem. Biophy, 3.78(2), 287-298; Oulmouden und Karst 
1991, Nucleotide sequence of. the ERG12 gene of Saccharomyces cerevisiae encoding mevalonate 
kinase. Curr. Genet. 19, 9-14). * " 

to der vorltagenden Erfindung wird nm ^ ^ Ma] dje ^ . . 

SCnas* aus den, pf.anzenpatho g «*n Pil2 Vstilaga mayd , s m ^ fc fe ^ 
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Erforschung von Mevalonat Kinasen insbesondere aus pflanzenpathogenen Pilzen und damit die 
Erschlieflung eines neuen Zielproteins fur die Identifizierung neuer fungizider Wirkstoffe ermog- 
* licht. ■ 

Trotz umfangreicher Forschungen an der Mevalonat Kinase war bislang unbekannt, dass die 
5 Mevalonat Kinase in Pilzen ein Zielprbtein (ein so genanntes "Target") fungizid wirksamer Sub- 
stanzen sein kann. 

Fur bereits bekannte Inhibitoren der Mevalonat Kinase wurde keine fiingizide Wirkung beschrie- 
ben (siehe z.B. Hinson et al. a 1997, Post-translational regulation of mevalonate kinase by inter- 
mediates of the cholesterol and nonsterol isopfene biosynthetic pathways. J. Lipid Res. 38, 2216- 

10 2223; Tanaka et al. 5 1990). Zwar verweisen verschiedene Veroffentlichung auf die besondere 
Rolle der Mevalonat Kinase (z.B. Ouhnouden und Karst, 1991) fur den StofPwechsel von Pilzen 
wie z.B. des Hefepilzes Saccharo?nyces cerevisiae und beschreiben auch, dass die Zerstorung des 
Hefe-Gens ERG 12, welches fur die Mevalonat Kinase kodiert, fur S. cerevisiae letal ist 
(Ouhnouden und Karst, 1990, Isolation of the ERG J 2 gene of Saccharomyces cerevisiae encoding 

15 mevalonate kinase. Gene, 88, 253-257). Keine der Veroffentlichungen nimmt jedoch Stellung zu 
der.Frage, ob das Enzym Mevalonat Kinase durch Wirkstoffe beeinflusst, zJ3. inhibiert werden 
kann, und ob eine Behandlung von Pilzen in vivo mit einem die Mevalonat Kinase modulierenden 
Wirkstoff zur Bekampfung.dieser Pilze moglich ist Die Mevalonat Kinase wurde damit als Ziel- _ 
protein fur Fungizide bislang noch nicht beschrieben. Es sind keine. Wirkstoffe bekannt, die eine 

20 fungizide Wirkung aufweisen und deren Wirkort die Mevalonat Kinase ist. 

Damit wird in der vorliegenden Erfindung zum ersten Mai gezeigt, dass die Mevalonat Kinase, 
nicht nur ein insbesondere fur Pilze wichtiges En2ym darstellt und deshalb in besonderem MaBe 
dazu geeignet ist, als Zielprotein fur die Suche nach weiteren und verbesserten fungizid wirksamen 
Wirkstoffen verwendet zu werden, sondern auch, dass die pilzliche Mevalonat Kinase tatsachlich 
25 in vitro und auch in vivo durch Wirkstoffe beeinflusst werden kann und dass diese als Fungizide 
venvendet werden konnen. Weiterhin werden Verfahren zur Verfugung gestellt, die zur Identifizie- 
rung solcher Fungizide verwendet werden konnen. 

So wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung ein Verfahren entwickelt, das geeignet ist, die 
enzymatische Aktivitat der Mevalonat Kinase sowie die Hemmung dieser Aktivitat durch eine oder 
30 mehrere Substanzen in einem so genannten Hemmtest zu bestimmen, und auf diese Weise Modu- 
latoren, bevorzugt Inhibitoren des Enzynis, zB. in HTS- und UHTS-Verfahren zu identifizieren. 
Identifizierte Inhibitoren, die in vifro bereits eine inhibierende Wirkung auf eine gegebene Meva- " ' 
lonat Kinase zeigen, konnen dann in vivo auf ihre fungizide Wirkung gepriift werden. 
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Dielnhibitoren einer pilzlichen Mevalonat Kinase konnen als Fungizide insbesondere im Pflan- 
zenschutz oder auch als Antimykotika in Pharmaindikationen verwendet werden. In der vorbegen- 
den Erfindung wird beispielsweise gezeigt, dass die Hemmung der Mevalonat Kinase mit einer in 
einem erfmdungsgemafien Verfahren identifizierten Substanz zum Absterben oder zur Schadigung 
5 derbehandeltenPilzeinsynthetischenMedienbzw. auf der Pflanze fuhrt. 

Mevalonat Kinase kann aus verschiedenen pflanzen- oder auch human- oder tierpathogenen Pilzen 
gewonnen werden, z.B. aus Pilzen wie dem pflanzenpathogenen Pilz U. maydis. Zur Gewinnung 
der Mevalonat Kinase aus Pilzen kann das Gen z.B. rekombinant in Escherichia coli exprimiert 
and aus R coli Zellen eine Enzympraparation hergestellt werden (Beispiel 1). Bevorzuot werden 
3 Mevalonat Kinasen aus pflanzenpathogenen Pilzen verwendet, urn im Pflanzenschutz eLtzbare 
Fungrzxde zu identifizieren. 1st das Ziel die Identifizierung von Fungiziden bzw. Antimycotika, die 
in Pharmamdikationen verwendet werden sollen, empfiehlt sich der Einsatz von Mevalonat Kina- 
sen aus human- bzw. tierpathogenen Pilzen. 

Urn eine Mevalonat Kinase aus einem pflanzenpathogenen Pilz zur Verfugung zu stellen wurde 
fur die Expression der von UmergU {Urn stent fur Ustilago maydis) gemafi SEQ ID NOT kodier 
ten Mevalonat Kinase UmEr g 12 der zUgehorige ORF (open reading frame) aus genomischer DNA 
nach dem Fachmann bekannten Methoden uber genspezifische Primer amplifiziert. Die entspre 
chende DNA wurde gemafi den Angaben des Herstellers in den Vektor P DEST15 (Invitrogen 
ermaghcht die Einfuhrung eines N- terminalen GST-Tags) kloniert. Das resultierende Plasmid 
P DEST15_umergl2 enthalt die vollstandige kodierende Sequenz von U^r g 12 in einer N-termi 
nalen Fusion mit einem GST-Tag aus dem Vektor. Das UmErgl2 Fusionsprotein besitzt erne 
berechnete Masse von 74,5 kDa (vgl. Beispiel 1 und Abbildung 3). 

Das Plasmid P DEST15_umer g 12 wurde dann zur rekombinanten Expression von UmEr g 12 in E. 
co/z" BL21 (DE3) verwendet (vgl. Beispiel 1). 

In der vorliegenden Erfindung wird damit auch eine weitere vollstSndige genomische Sequenz 
ernes pflanzenpathogenen Pilzes kodierend fur eine Mevalonat Kinase zur Verfngung gestellt, und 
deren Verwendung bzw. die Verwendung des davon kodierfen Polypeptids zur Identifizierung von 
Inhibitoren des Enzyms sowie deren Verwendung als Fungizide beschrieben. 

t^FunktionemerMevalonatKin. 

Mevalonat Kinasen teilen sich homologe Bereiche. Typisch fur Mevalonat Kinasen ist eine kon- ' 
servierxe Region, die bei der Bindung von ATP beteiligt ist. 
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Diese ATP-Bindungsstelle ist ein fur Mevalonat Kinasen charakteristisches Sequenzmerkmal. 
Durch eine geeignete Suche in der PROSITE database kann ein solches Motiv identifiziert werden 
(Hofhiann K, Bucher P., Falquet L., Bairoch A.. (1999) "The PROSITE database, its status in 
1999". Nucleic Acids Res. 27, 215). Es kann wie folgt dargestellt.werden: 

5 [LrVM]-[PK]-x-[GSTA]-x(0 5 1)-G-[LM]-[GS]-S-S-[GSA]-[GSTAC], 

PROSITE ennSglicht Polypeptiden eine Funktion zuzuordnen und somit Mevalonat Kinasen als 
solche zu erkennen. 

Bei der Darstellung des Prosite Motivs wixd der "Ein-Buchstaben-Code" venvendet. Das Symbol 
"x" steht fur eine Position, an der jede Aminosaure akzeptiert wird. Eine variable Position, an der 
verschiedene bestimmte Aminosauren akzeptiert werden, wird in eckigen Klammern "[...]" darge- 
stellt, wobei die an dieser Position moglichen Aminosauren aufgezahlt werden. Aminosauren, die 
an einer bestimmten Position nicht akzeptiert werden, stehen dagegen in geschweiften Klammern 
"{...}". Ein Gedankenstrich "-" trennt die einzelnen Elements bzw. Positionen des Motivs. Wieder- 
holt sich eine bestimmte Position, z.B. "x'Vmehrfach hintereinander, kann dies durch Angabe der 
Zahl der Wiederholungen in einer nachfolgenden Klammer dargestellt werden, z.B. "x (3)", was 
fur "x-x-x" steht. 



Ein Prosite Motiv stellt also letztlich die Komponenten einer Konsensussequenz dar, sowie 
Abstande zwischen den beteiligten Aminosauren und ist damit typisch fur eine bestimmte Enzym- 
klasse. Anhand dieses Motivs konnen auf Basis der erfindungsgemaJJen Nukleinsauren weitere 
20 Polypeptide aus pflanzenpathogenen Pilzen indentifiziert bzw. zugeordnet werden, die zur selben 
Klasse wie das erfindungsgemaBe Polypeptid gehoren und deshalb auch in erfmdungsgemaJier 
Weise verwendet werden kOnnen. 

Im Falle der Mevalonat Kinase aus U. maydis liegt dieses Motiv ebenso vor wie bei S. cerevisiae, 
S. pombe, Magnaporthe grisea oder N. crassa (vgl. Abbildung 2). Die spezifische Konsensus- 
25 sequenz fur eine erfindungsgemaBe Mevalonat Kinase, die zur Identifizierung bzw. Zuordnung 
weiterer erfindungsgemaBer Polypeptide genutzt werden kann, ist deshalb bevorzugt 

P-x-G-x-G-L-G-S-S-A, 
und besonders bevorzugt die Konsensussequenz 



P-I-G-A-G-L-G-S-S-A. 
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Das. oben genannte Prosite Motiv bzw. die spezifische Konsensussequenz sind typisch fur die 
erfmdungsgemaBen Polypeptide, die anhand dieser Konsensussequenzen strukturell definiert wer- 
den konnen und damit auch eindeutig identifizierbar sind. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind deshalb auch Polypeptide aus pflanzenpatho^enen 
3 Pxlzen nut der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, die das vorstehend genannteVo 
site Motiv UJm^^lQST^OAy^^Qs^Q^^^ heyor ~ 
zugt solche Polypeptide, die das vorstehend genannte Motiv P-x-G-x-G-L-G-S-S-A umfassen und 
besonders bevorzugt solche Polypeptide, die die Konsensussequenz P-I-G-A-G-L-G-S-S-A um 
fassen. 

) Aufgnmd der Honaologien, die bei speziesspeziftchen Nukleinsauren kodierend fib Mevalona, 
Kznaaen vorfiegen, kbnnen auch Mevalona, Kinasen aus anderen ptWnpatbogenen Pike. iden- ( 
ufiz-erf und verwende, warden, „ die oben geaelbe Aufgabe zu Ibsen, d.b. sie kbnnen ebenfalls 
zun, ■ H—W— von Mbitoren einer Mevalona, Kinase verwendet warden, weiohe wiede™ 
als Fung^de in, Pflanzensohutz verwende, werden kbnnen. Es ist jedoob anob denkbar eb,en 
anderen ftlz, der niob. pfianzenp^bogen i* bzw. de SS en Mevalona, Kinase oder die da* kodie- 
rende Seouenz zn verwenden, u m ftmgizid wirtade Mribitoren der Mevalonat Knaase zn identi- 
fizreren. Anfgrnnd der hier angegebenen Seonenz genran SEQ ID NO: 1 und eventuei, davon 
abgelerteten Prbnem sowie gegebenenfaHs unter Zubilfenabme des vorstehend gezeigten Prosite 
Mohvs is, es den, Eaobnrann mbgheh, zB. ^ PCR weitere ftr Meva,ona, Kinasen kodierende ' 
Nuk euas.nren aus anderen (pflanzenpalhogenen, PUzen zn erhaKen und zu iden.ifizieren Solcbe 

^ ^ VerWenAmS in Yem " n - IdMttif ™ ™> Wizkstoffen 
werden als von der vorUegenden Erfindung umfasst ben-actoet. 

Gegensund der vorhegenden Erfindung sind insbesondere bevorzng, die ft, die Mevaiona, Kinase ' 
aus uabg, nayte kodierenden Nukleiuaauren nu, der SEQ ID NO,l sowie die fflr die Pol y „e„ 
„de ge mM SEQ ID NO:2 Oder akrive Fragn,en,e davon kodierenden Nukleinsauren. 

Bei den erfindungsgenraben Nukleinsauren bandel, es aiob insbesondere . ein2eIsMngige oder 

doppelstrangige Desoxyribonukleinsauren CDNA", oder ftihr. w • 

{ A) 0der ^bonuklemsauren (RNA). Bevorzuete 
Ausfuhrungstoen sind Fragmente genomischer DNA, und cDNAs. 

Binders b„ ^ die e^ge^ Nukle^n eine Sevens ausgewShit ' . 



a) 



einer Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1, 
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Sequenzen, die fur ein Polypeptid kodieren, welches die Ammosauresequenz 
gemaB SEQ ID NO: 2 umfasst und 
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c) Sequenzen, welche eine zumindest 90 o/ 0 . ige Identitat ^ den ^ &) ^ fa) 
defmierten Sequenzen aufweisen und fur das Sequenzmotiv [LIVM]-rPK]-x- 
[GSTAJ-xCO.^-G-rLMJ-CGSJ-S-S-CGSAJ-tGSTAC] kodieren. 

Wie bereits vorstehend ausgefuhrt, ist die vorliegende Erfindung nicht nur auf die Verwendun. 
von Mevalonat Kinase aus U. maydis beschrankt. In analoger und dem Fachmann bekannter WeJ 
konnen auch aus anderen Pilzen, vorzugsweise aus pflanzenpathogenen Pilzen, Polypeptide mit der 
enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase verwendet oder gewonnen werden, die dann in 
emem erfindungsgemaBen Verfahxen eingesetzt werden konnen. Bevorzugt wird die Mevalonat 
Kinase aus U. maydis Verwendet. 

Gegenstand der. vorliegenden Erfindung sind weiterhin DNA-Konstrukte, die eine erfrndun^s- 
gemafie Nukleinsaure und einen homologen oder heterologen Promoter umfassen. 

Der Ausdruck "homologer Promoter", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf einen Pro- 
motor, der im Ursprungsorganismus die Expression des betreffenden Gens kontrolliert. Der Aus- 
druek "heterologer Promoter", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf einen Promoter, der 
andere Eigenschaften als derjenige Promoter aufweist, der im Ursprungsorganismus die Expres- - 
sion des betreffenden Gens kontrolliert. 

Die Auswah] von heterologen Promotoren ist davon abhangig, ob zur Expression pro- oder 
eukaryotische Zellen oder zellfreie Systeme verwendet werden. Beispiele fur heterologe Promoto- 
ren sind der 35S Promoter des Blumenkohlmosaikvirus fur pflanzliche Zellen, der Promoter der 
Alkoholdehydrogenase fur ' Hefezellen, die T3-, T7- Oder SP6-Promotoren fur prokaryotische 
Zellen oder zellfreie Systeme. 

Bevorzugt sollten pilzliche Expressionssysteme wie z.B. das Pichia pastoris-System verwendet 
25 werden, wobei hier die Transkription durch den Methanol induzierbaren AOX-Promotor angetrie- 
ben wird. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind femer Vektoren, die eine erfindungsgemaBe Nuklein- 
erfindungsgemaBe regulatorische Region oder ein erfindungsgemaBes DNA-Konstrukt 
enthalten. Als Vektoren konnen alle in molekularbiologischen Laboratorien verwendete Phagen, 
30 Plasmide, Phagmide, Phasmide, Cosmide, YACs, BACs, kiinstliche Chromosomen oder Partikel, , - 
die fur einen Partikelbeschuss geeignet sind, verwendet werden. 
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Bevorzugte Vektoren sind z.B. die p4XXprom. Vektorserie (Mumberg, D., Miiller, R., Funk, 
M.,.1995. Yeast vectors for the controlled expression of heterologous proteins in different genetic 
backgrounds. Gene 156, 1 19-122) fur Hefezellen, pSPORT-Vektoren (Fa. Life Technologies) fur 
bakterielle Zellen, oder den Gateway Vektoren (Fa. Life Technologies) fur verschiedene 
5 Expressionssysteme in bakteriellen Zellen, Pflanzen, P. pastoris, S. cerevisiae oder Insektenzellen. 

Gegenstand der vorliegenden Erfmdung sind auch Wirtszellen, die eine erfmdungsgemalie Nuk- 
leinsaure, ein erfmdungsgemafies DNA-Konstrukt oder einen erfmdungsgemafien Vektor enthal- 
ten. 

Der Ausdruck "Wirtszelle", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich auf Zellen, die naffirlicher- 
10 weise die erfindungsgemafien Nukleinsauren nicht entlialten. 

Ms Wirtszellen eignen sich sowohl prokaryotische Zellen, vorzugsweise^To//, als auch eukaryo- ' 
tische Zellen, wie Zellen von Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Insekten, Pflanzen, 
Froschoozyten und Zelllinien von Saugern. 

Gegenstand der vorhegenden Erfindung sind weiterhin Polypeptide mit der enzymatischen Akti- 
1 5 vztat enxer Mevalonat Kinase, die von den erfindungsgemafien Nukleinsauren kodiert werden. 

Bevorzugt umfassen die erfindungsgemafien Polypeptide eine Aminosauresequenz ausgewahlt aus 

(a) der Sequenz gemaiJ SEQ ID NO:2, 

(b) Sequenzen, welche eine 95 %ige Identitat mit der unter a) definierten Sequenz haben 

und das Sequenzmotiv lXIv^-[PK^x-[GSTAJ-x(0 3 l)-G-^L]^d]-^GSJ-S-S-^GSAl ^ / 
20 [GSTAC] umfassen und 

(c) Fragmente der unter a) und b) angegebenen Sequenzen, welche die gleiche enzyma- 
tische Aktivitat aufweisen wie die unter a) definierte Sequenz. 

Der Ausdruck "Polypeptide", wie er hierin verwendet wird, bezieht sich sowohl auf kurze Amino- 
saureketten, die gewohnlich als Peptide, Oligopeptide oder Oligomere bezeichnet werden als auch 
auflangere Aminosaureketten, die gewohnlich als Proteine bezeichnet werden. Er umfasst Amino- 
saureketten, die entweder durch -naturliche 'P^se^ie pos^bslatiohale Prozessierung oder 
durch chemische Verfahren, die Stand der Technik sind, modiflziert sein konnen. Solche Modifi 
katxonen konnen an verschiedenen Stella und mehrfach in einem Polypeptid vorkommen wie 
be 1S pielsweise am Peptid-Riickgrat, an der Aminosaure-Seitenkette, am Amino- und/oder am ' * 
Carboxy-Tenninus. Sie umfassen beispielsweise AcetyUerungen, Acylierungen, ADP-Ribosylie- 
rungen, Amidierungen, kovaJente Verkntipfungen mit Flavinen, Ham-Anteilen, Nukleotiden oder 
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Nukleotid-Derivaten, Lipiden oder Lipid-Derivaten oder Phosphatidylinositol, Cyclisierungen, 
Disulfidbriickenbildungen, Demethylierungen, Cystin-Bildungen, Formylierungen, gamma-Carb-' 
oxylierungen, Glycosylierungen, Hydroxylierungen, Iodierungen, Methylierungen, Myristoylie- 
rungen, Oxidationen, proteolytische Prozessierungen, Phosphorylierungen, Selenoylierungen und 
5 tRNA-vermittelte Additionen von Aminosauren. 

Die erfmdungsgemafien Polypeptide konnen in Form "reifer" Proteine oder als Teile groBerer 
Proteine, z.B. als Fusionsproteine, vorliegen. Weiterhin konnen sie Sezernierungs- oder "Leader"- 
Sequenzen, Pro-Sequenzen, Sequenzen, die eine einfache Reinigung ermSglichen, wie mehrfache 
Histidin-Reste, oder zusatzliche stabilisierende Aminosauren aufweisen. Die erfindungsgemai3en 
Proteine konnen ebenfalls so vorUegen, wie sie natiirlicherweise in ilirem Herkunftsorganismus 
vorliegen, aus dem sie zum Beispiel direkt gewonnen werden konnen. In den erflndungsgemaBen 
Verfaliren konnen ebenso aktive Fragmente einer Mevalonat Kinase eingesetzt werden,' solange sie 
./ die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des Polypeptide bzw. deren Inhibition durch eine 
Kandidatenverbindung ennoglichen. 

15 Die in den erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzten Polypeptide konnen im Vergleich zu den 
entsprechenden Regionen von natiirlich. vorkommenden Mevalonat Kinasen Deletionen oder 
Ambosauresubstitutionen aufweisen, solange sie zumindest noch die enzymatische Aktivitat einer 
vollstandigen Mevalonat Kinase zeigen. Konservative Substitutionen sind bevorzugt. Solche kon- 
servativen Substitutionen umfassen Variationen, wobei eine Aminosaure durch eine andere 

10 Aminosaure aus der folgenden Gruppe ersetzt wird: 

1 . Kleine aliphatische, nicht-polare oder wenig polare Reste: Ala, Ser, Thr, Pro und Gly; 

2. Polare, negativ geladene Reste und deren Amide: Asp, Asn, Glu und Gin; 

3. Polare, positiv geladene Reste: His, Arg und Lys; 

4. GroBe aliphatische, nicht-polare Reste: Met, Leu, lie, Val und Cys; und 
5 5. Aromatische Reste: Phe, Tyr und Trp. 

Ein mogliches Reinigungsverfahren der Mevalonat Kinase basiert auf praparativer Elekti-ophorese, 
FPLC, HPLC (z.B. unter Anwendung von Gelfiltrations-, Reversphasen- oder leicht hydrophoben 
Saulen), Gelfiltration, differentieller Prazipitation, Ionenaustausch-Chromatographie oder Affi- 
nitatschromatographie (vgl.. Beispiel 1). ' 

) Ein schnelles Verfahren zum Isolieren von Mevalonat Kinasen, die von Wirtszellen synthetisiert 
werden, beginnt mit der Expression eines Fusionsproteins, wobei der Fusionspartner auf einfache 
Weise affinitatsgereinigt werden kann. Der Fusionspartner kann beispielsweise ein GST-Tag sein 
(vgl. Beispiel 1). Das Fusionsprotein kann dann an Glutathion-Sepharosesaule gereinigt werden. 
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Der Fusionspartner kann durch partielle proteolytic Spaltung beispielsweise an Linkem 
zwxschen dem Fusionspartner und dem zu reinigenden erfindungsgemaBen Polypeptid ab-etrennt 
werden. Der Linker kann so gestaltet werden, dass er Ziel-Aminosauren/wie Arginin- uJ Lysin 
Reste die Stellen fur eine Spaltung durcn Trypsin definieren, Um soicne Link er Z 

5 erzeugen kannen Standard-Kloniernngsverfanren. unter Venvendung von Oligonukleotide! 
angewendet werden. ^ouaen 

^"T: Re 7""~- Elektrophorese, FPLC 

^ , r 1, 7 ^ Ge,f " tati » S -' «—!*— .eicn, nvdrophoben 

Die Ansdrncte . Mierang oder Reinigung", wie sie inern, ^ TO den, ^ ^ fe 
Polypeptide von anderen ProKinM oder ^ 

«nbaltende Zn—emtng fcinsicndien fc ProtefagehiIB gegMaber e;ner « P 

^ mmdeStK,S 10 - fKh - d »— - 100-faon angL^ 

Die er^ungsgen.aBen P ol vpepnde Mnnen ^ ^ ^ _ 

die an d,e Polypeptide bmden, effiniategeremigt werden. ^<*orpem, 

Das Verfahren « HersteUen von Po.ypeptiden mit der enavtnatischen AKivna, einer Mevalonat _ 
K I na S e,w I e,.B.d. s PoIv P e pt id,U m Erg I2 , iad a™ tgeken _ ichnetist , ureh 

?■ ^ WittS2elIe 6,lthiltend *" N^,ei„ sS „ r e. 

icod.erend *r ein Poiypep.id ans Pi^ mit der ™ 

Mevalonat Kinase unter Bedingungea die d ie Pv m ™- a- „ 
leisten, oder ^ SS '° n *— gewahr- 

das E^rtaieren eine, e Xp rimierbare„ N^deinsaur^nena (codierend fflr ein Po lyp . ptid 

^"r dw — *r « - *— — - — ?z 

(C die Oetvinnnng des Po !yp eptids ans der KniPamtedinn, Oder ^ ^ 

D "-^«^»^aI l endaaserand mg , gsm ^p olweptidoderdasso . 
der Mevalonat Kinase verwende, zu warden. "oduiatoren bzw. Inbtb.toren 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch die Venvendung von Polypeptiden aus Pilzen, 
bevorzugt aus pflanzenpathogenen bzw. human- oder tierpathogenen Pilzen, welche die enzyma- 
tische Aktivitat einer Mevalonat Kinase besitzen, in Verfahren zum Identifizieren von Inhibitoren 
dieser Polypeptide, und die Venvendung dieser Inhibitoren der Mevalonat Kinase als Fungizide. 

5 Fungizide Wirkstoffe, die mit .Hilfe einer Mevalonat Kinase aus einer bestimmten Pilzspezies 
gefunden werden, konnen auch mit Mevalonat Kinasen aus anderen Pilzspezies interagieren, 
wobei die Interaktion mit den unterschiedlichen in diesen Pilzen vorkommenden Mevalonat Kina- 
sen nicht immer gleich stark sein muss. Dies erklart unter anderem die Selektivitat wirksamer Sub- 
stanzen. Die Venvendung von Wirkstoffen, die mit einer Mevalonat Kinase einer bestimmten Pilz- 
1 0 Spezies gefunden wurden, als Fungizide auch bei anderen Pilze-Spezies kann darauf zuriickgefuhrt 
werden, dass sich Mevalonat Kinasen aus verschiedenen Pilzspezies relativ nahe stehen und in 
groBeren Bereichen eine ausgepragte Homologie zeigen, So wird in Abbildung 2 deutlich, dass ' 
. . eine solche Homologie iiber betrachtliche Sequenzabschnitte hinweg zwischen U. maydis, S. 
cerevisiae, N. crassa, S. pombe und M grisea besteht und damit die Wirkung der mil Hilfe der 
Mevalonat Kinase aus U. maydis gefundenen Substanzen nicht auf U. maydis beschrankt bleibt. In 
Verfahren zum Identifizieren von Fuhgiziden werden deshalb bevorzugt Polypeptide mit der 
enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase verwendet, die eine Konsensussequenz gemaB 
Abbildung 2 aufweisen. 
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Verfahren, die geeignet sind, Modulatoren, insbesondefe Inhibitoren bzw. Antagonisten der 
erfindungsgemaBen Polypeptide zu identifizieren, beruhen in aller Regel auf der Bestimmung der 
Aktivitat bzw. der biologischen Funktionalitat des Polypeptids. Dazu kommen prinzipiell sowolil 
auf ganzen Zellen beruhende Verfahren (in vivo Verfahren) in Frage, wie auch Verfahren, die auf 
der Venvendung des aus den Zellen isolierten Polypeptids beruhen, das in gereinigter oder 
teilweise gereinigter Form oder auch als Rohextrakt vorliegen kann. Diese zellfreien in vitro 
15 ■ Verfahren konnen ebenso wie in vivo Verfahren im Labormaiistab, in bevorzugter Weise aber auch 
in HTS oder UHTS Verfahren genutzt werden. Im Anschluss an die in vivo oder in vitro 
Identifizierung von Modulatoren des Polypeptids konnen Tests an Pilzkulturen durchgefuhrt 
werden, urn die fungizide Wirksamkeit der gefundenen Verbindungen zu priifen. 

Viele Testsysteme, die die Priifung von Verbindungen und natiirlichen Extrakten zum Ziel haben, 
0 sind bevorzugt auf hohe Durchsatzzahlen ausgerichtet, um die Zahl der untersuchten Substanzen in 
einem. gegebenen Zeitraum zu maximieren. Testsysteme, die auf zellfreieru Arbeiten beruhen, 
brauchen gereinigtes oder semi-gereinigtes Protein. Sie sind geeignet fur eine "erste" Priifung, die 
in erster Linie darauf abzielt, einen moglichen Einfluss einer Substanz auf das Zielprotein zu 
detektieren. Ist eine solche erste Priifung erfolgt und eine oder mehrere Verbindungen, Extrakte 
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etc. gefunden, kann die Wirkung solcher Verbindungen im Labor noch gezielter untersucht wer 
den. So kann in einem ersten Schritt die Inhibierung oder Aktivierung des erfmdungsgemaBen 
Polypeptids in vitro noch einmal gepriift werden, um im Anschluss daran die Wirksamkeit der 
Verbindung am Zielorganismus, hier einem oder mehreren pflanzenpathogenen Pilzen zu testen 
5 Die Verbindung kann dann gegebenenfalls als Ausgangspunkt fur die weitere Suche und Bat'- 
wxcklung von fungiziden Verbindungen verwendet werden, die auf der urspriinglichen Struktur 
barren, jedoch z.B. hinsichtlich Wirksamkeit, Toxizitat oder Selektivitat optimiert sind. 

Um Modulatoren aufzufinden, kann z.B. ein synthetischer Reaktionsmix (z.B. Produkte der in vitro 
Transition) oder ein zellularer Bestandteil, wie eine Membran, ein Kompartiment oder ir^end- 
10 erne andere Preparation, die die erfindungsgemaBen Polypeptide enthalt, zusammen mit einem 
gegebenenfalls markierten Substrat oder Liganden der Polypeptide in Gegenwart und Abwesenheit 
ernes KandidaternnolekQls, das ein Antagonist sein kann, inkubiert W erden. Die Fahigkeit des 
Kandmatenmplektils, die Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide zu hemmen wird zB 
. erkennbar an einer verringerten Bindung des gegebenenfalls markierten Liganden oder an einer 
15 verrmgerten Umsetzung des gegebenenfalls markierten Substrates. Molekiile, die die biologische 
Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide hemmen, sind gute Antagonisten. 

Ein Beispiel fur ein Verfahren, mit welchem Modulatoren der erfindungsgemaBen Polypeptide 
aufgefunden werden konnen, ist ein Verdrarxgungstest, bei dem man unter dafur geeigneten Bedin 
gungen die erfindungsgemaBen Polypeptide und einen potenziellen.Modulator mit einem Molekul 
20 das bekanntennaBen an die erfindungsgemaBen Polypeptide bindet, wie einem naturlichen Substrat 
Oder Liganden oder einem Substrat- oder Liganden-Mimetikum zusammenbringt. Die erfindungs- 
gemaBen Polypeptide selbst konnen markiert werden, z.B, fluorimetrisch oder colorunetrisch so 
dass man die Anzahl der Polypeptide, die an einen Liganden gebunden sind oder die eine Umset ' 
zung Butgemacht haben, exakt bestimmen kann. Ebenso kann jedoch die Bindung mittels des 
gegebenenfalls markierten Substrats, Liganden bzw. Substratanalogen verfolgt werden. Auf diese 
Weise lasst sich die Effektivitat von Antagonisten ermessen. 

Effekte wie Zelltoxizitat werden in diesen in vitro Systemen in der Regel ignoriert Die Test 
systeme aberpriifen dabei sowohl inhibierende bzw. suppressive Effekte der Substanzen als auch 
sWlatorische Effekte. Die Effektivitat einer Substanz kann durch konzentrationsabhangige Te st - 

.0 ...remea ^rprim werdep. J^oU^^. ^^ bzw .. ^ 

, .. Bewertung der Effekte herangezogen werden.. . .. . 

Durch die anhand der vorliegenden Erfindung verfugbaren, fur eine erfindungsgemaBe - * 
Mevalonat Kinase kodierende Nukleinsauren enthaltenden Wirtszellen, wird die Entwick- 
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lung von Testsystemen, die auf Zellen basieren, zur Identifizierung von Substanzen 
ermoglicht, die die Aktivitat der erfindungsgemaBen Polypeptide modulieren. 

Vorzugsweise handelt es sich bei den zu identifizierenden Modulatoren urn kleine organisch- 
chemische Verbindungen. 

5 Ein Verfahren zum Identifizieren einer Verbindung, die die Aktivitat einer Mevalonat Kinase aus 
Pilzen moduliert und die als Fungizid im Pflanzenschutz verwendet werden kann, besteht demnach 
bevorzugt darin, dass man 

a) ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, bevorzugt aus 
Pilzen und besonders bevorzugt aus pflanzenpathogenen Pilzen, 
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• Oder eine Wirtszelle enthaltend ein solches Polypeptid mit einer chemischen Verbindung 
Oder mit einem Gemisch von chemischen Verbindungen unter Bedingungen in Kontakt 
bringt, die die Interaktion der chemischen Verbindungen mit dem Polypeptid erlauben, 

b) die Aktivitat dieses Polypeptids bei Abwesenheit der chemischen Verbindung mit der 
Aktivitat des Polypeptids bei Anwesenheit der chemischen Verbindung oder des 

15 Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht, 

c) die chemische Verbindung auswahlt, die die Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids ~ 
spezifisch moduliert, und gegebenenfalls 

d) die fungizide Wirkung der ausgewahlten Verbindung in vivo priift. 

Besonders bevorzugt wird dabei diejenige Verbindung bestimmt, die die Aktivitat des erfmdungs- 
20 gemaBen Polypeptids spezifisch inhibiert. Der Begriff "Aktivitat", wie er hier verwendet wird, 
bezieht sich auf die biologische Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids. 

In einer bevorzugten Ausfiihi-ungsform wird die Tatsache genutzt, dass bei der Reaktion der 
Mevalonat Kinase ein Molekiil Adenosindiphosphat (ADP) freigesetzt wird. Die Aktivitat bzw. die 
Ab- oder Zunahme der Aktivitat des erfindungsgemaBen Polypeptids kann deswegen durch den 

25 Nachweis des entstehenden ADP bestimmt werden. Dabei wird die geringere bzw. inhibierte Akti- 
vitat des erfindungsgemaBen Polypeptids anliand des Nachweises des entstehenden ADP durch 
Koppliing an die nachgeschaltete Reaktion der Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase verfolgt. 
Die Pyruvatkinase setzt dabei unter Verbrauch von ADP Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat um, wel- 
ches wiederum von der Laktat Dehydrogenase zur Oxidation von NADH zu NAD verwendet wird. 

30 Die durch die gekoppelte Reaktion steigende NAD-Konzentration bzw. abnehmende NADH-Kon- 
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zentration kann photospektrometrisch durch Absorptions- oder Fluoreszenzmessung (bei 340 
bzw. einer Anregungswellenlange von 360nm und einer Emissionswellenlange von 465nm) 
bestiirunt werden. 

Die Messung kann auch in fur HTS- oder UHTS-Assays gangigen Formaten erfblgen, z.B. in 
Mikrotiterplatten, in denen z.B. ein Gesamtvolumen von 5 bis 50 ul pro Ansatz bzw. pro Well 
vorgelegt wird und die einzelnen Komponenten in der gewtinschten Endkonzentrationen vorliegen 
(vgl. Beispiel 2). Dabei wird die zu testende,' potentiell die Aktivitat des Enzyms inhibierende oder 
aktivierende Verbindung (Kandidatenmolekiil) z.b! in einer geeigneten Konzentration in Test- 
puffer enthaltend Mevalonat, Adenosintriphosphat, Phosphoenolpyruvat und die gekoppelten 
Hilfsenzyme Pyruvat Kinase und Laktat Dehydrogenase vorgelegt. Dann wird das erfindungs- 
geraaBe Polypeptid in Testpuffer zugegeben und die Reaktion dadurch gestartet. Der Ansatz wL 
dann bei einer geeigneten Temperatur inkubiert und die Absorptionsabnahme bei 340 nm 
gemessen. Die Inkubationsdauer kann dabei iiber eineri groBeren Zeitraum variiert werden. Bevor- 
zugt erfolgt eine Inkubation fur 5 bis 60, bevorzugt fur 15 bis 45 Minuten, im Mittel also etwa 30 
Minuten. Der gekoppelte Enzymtest wird z.B. in Tanaka et al., 1990, beschrieben. 

Eine weitere Messung erfolgt in einem entsprechenden Ansatz, jedoch obne Zugabe eines Kandi- 
datenmolekiils und ohne Zugabe eines erfindungsgemaBen Polypeptids (Negativkontrolle). Eine 
weitere Messung erfolgt wiederum bei Abwesenheit eines Kandidatenmolekiils' jedoch bei Anwe- 
senheit des erfindungsgemaBen Polypeptids (Positivkontrolle). Negativ- und Positivkontrolle erge- " 
ben damit die Vergleichswerte zu den Ansatzen bei Anwesenheit eines Kandidatenmolekuls. 

Urn optimale Bedingungen fur ein Verfaliren zum Identifizieren von Inhibitoren der Mevalonat 
Kinase bzw. zur Bestimmung der Akfivimt der erfindungsgemafien Polypeptide zu ermitteln, kann ; ' 
es vorteiUiaft sein, den jeweiligen K M -Wert des verwendeten erfindungsgemaBen Polypeptids zu 
bestimmen. Dieser gibt dann Aufschluss tiber die bevorzugt zu verwendende Konzentration des 
bzw. der Substrate, hn Fall der Mevalonat Kinase aus U. maydis konnte ein K M von 130 uM fur 
Adenosintriphosphat und ein K M von 200 uM fur Mevalonat bestimmt werden. 

Mit Hilfe der vorstehend beispielhaft beschriebenen Verfalu-en konnten im Rahmen der vorliegen- 
den Erfindung Verbindungen identifiziert werden, die die pilzliche Mevalonat Kinase inhibieren, 
und die in der Lage sind, Pilze verschiedener Spezies zu schadigen (z.B. . Wachstumshemmung) 
\0 bzw, abzutoten. ' . " \ ; : 

Es versteht sich von selbst, dass neben den genannten Verfahren zur Bestimmung der enzyma- 
tischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase bzw. der Inhibition dieser Aktivitat und zum Identifizie- 
ren von Fungiziden auch andere, z.B. bereits bekannte, Verfaln-en bzw. Henxrntests verwendet wer- 
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den konnen, solange diese Verfahren es gestatten, die Aktivitat einer Mevalonat Kinase zu 
bestimmen und eine Inhibition dieser Aktivitat durch eine Kandidtatenverbindung zu erkennen. 
Ein alternatives Verfahren beruht z.B. auf dem Einsatz radioaktiv markierten ATPs (Oulmouden 
und Karst, 1991). 

Mit dem erfindungsgemaften Verfahren konnten auf diese Weise Inhibitoren der Mevalonat Kinase 
identifiziert werden. 

In Tabelle I wird beispielhaft eine Verbindung gezeigt, die mit einem erfindungsgemaBen Verfah- 
ren als ein Inhibitor der Mevalonat Kinase identifiziert werden konnte. 



Tabelle I 



Beispiel 


Verbindung 




o 




HO— (f O 




\ OH 


1 

















Im Rahmen der vorliegenden Erftndung korinte weiter gezeigt werden, dass die mit Hilfe eines 
• erfindungsgemafien Verfahrens identifizierten Inhibitoren einer erfindungsgemaBen Mevalonat 
Kinase geeignet sind, Pilze zu schadigen oder abzutoten. 

Dazu kann z.B. in die Kavitaten von Mikrotiterplatten eine Losung des zu priifenden Wirkstoffs 
pipettiert werden. Nachdem das Losungsmittel abgedampft ist, wird zu jeder Kavitat Medium 
hinzugefiigt. Das Medium wird vorher mit einer geeigneten Konzentration von Sporen bzw. 
Mycel des zu priifenden Pilzes versetzt. Die resultierenden Konzentrationen des Wirkstoffes 
betragen z.B. 0,1, 1, 10 und 100 ppm. 

Die Platten werden anschlieliend auf einem Schuttler bei einer Temperatur von etwa 22°C inku- 
biert, bis in der unbehandelten Kontrolle ein ausreichendes Wachstum-feststellbar ist. 

Die Auswertung erfolgt photometrisch bei einer. Wellenlange von 620 nm. Aus den Messdaten der 
verschiedenen Konzentrationen kann die Wirkstoffdosis bestimmt werden, die zu einer 50 %-igen 
Hemmung des Pilzwachstums gegeniiber der unbehandelten Kontrolle fuhrt (ED 50 ). Auf diese 
Weise konnte gezeigt werden, dass mit einem erfmdungsgemaBen Verfahren Inhibitoren der 
Mevalonat Kinase identifiziert werden konnten, die eine fiingizide Wirkung in vivo besitzen. 
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In Tabelle II sind die Ergebnisse eines solchen Tests als ED 50 -Werte fur eine in eine m erfinc W s 
ge maB en Verfabren gefundene Verbindung (vgl. Tab. I) beispielhaft wiedergegeben. Die Verbin 
dung zeigt bei verschiedenen Pilzen eine fungizide Wirkung. 

Tabelle IT 



Verbin dun ° 
(Bsp.) 


Oraahismus 


EDsolEEffil 
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• Botrytis cinerea 


0,37 


1 

^ 1 " 


Pyricularia oryzae 


<U0 




Aspergillus nidulans 


0^28 



D,e vorbegende Erfindong bezien, sic b daber ebenfaiis auf ^ Ve 
Meva^a, Kn^e au S Piizen, bevorzug, aos pflmz6nplftogsDoa pilzen ^ 
Verfabren „ B*^ von bei Pflm2en , indem _ einM ^ 

Mevaiona, Kinase auf den Pilz bzw. die von. Pilz befallene Pflanze einwirken test 

1 0 Die vorliegende bezieb, aicb auob auf Pun^de, die n* Hiife ebres erfn.dongage.nsgen 

Verfanrens idenufiziert wurden. - 6 

Vertindnngen, die mi, HUfe eines erfindungsgernSnen Verftons identifier, werden, nod die " 
aofgrund der brbibinon de, piMiehen Mevaiona. Kinase eine ftngizide Wirkung aufWeisen 
konnen somit zur Hersfeltong von fungfciden Mitteln venvendet warden. 

Die idennfzierfen WiHcstoffe kdnnen in AbbSngigkei, von ibren jeweiligen pbysikaiiseben and/ode, 
obennsoben Ergensebaften in die nbnehen Ponmniemngen bberfbbr, werden, wie Lbsongen Em „, 
s.one, Snape.ionen, Pniver, Sebaoore, Paafcn, Oramnare, Aeroaoie, Pein St ve r ka pS e,nngen in 
*nreren S,o ff en and in Hb.ba.aaaen «b Saa.gut, aowie ULV-Kai,- nnd WannleJonnn 
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^ - Lbsungsnuneln, ante, Dm* s teh ende„ verflbssigKn Gasen 

gegeWn^a nnrer Verwendnng von ^LJL MbT 
*o ^Utoe™^ nnd/od^g^in und,oder sebaunrerzengenden Mibeb, bn Palie der 

antte, verwende, werden A, flbssige Lbsungsoritte! komnren im wesenbieben in Frage: Aronrai 
« To.no, oder Aikyina^iine, cbiorierfe Aron^en Oder cbiorierre aUpbabUe Kobien-' ' 

wasserstoffe, wie Cblorbenzole. Chiorethylene oder Metbylenchiorid, aiiphabscbe Kobienwasser- 
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stoffe, wie Cyclohexan oder Paraffine, z.B. Erdolfraktionen, Alkohole, wie Butanol oder Glycol 
sowie deren Ether und Ester, Ketone, wie Aceton, Methylethylketon, Methylisobutylketon oder 
Cyclohexanon, stark polare Ldsungsmittel, wie Dimetfaylformamid und Dimethylsulfoxid; sowie 
Wasser. Mit verfliissigten gasfdrmigen Streckmitteln oder Tragerstoffen sind solche Flussigkeiten 
gemeint, welche bei normaler Temperatur und unter. Normaldruck gasfdrmig sind, z.B. Aerosol- 
Treibgase, wie Halogenkohlenwasserstoffe sowie Butan, Propan, Stickstoff und Kohlendioxid. Als 
feste Tragerstoffe kommen in Frage: z.B. naturliche Gesteinsmehle, wie Kaoline, Tonerden, Talkum, 
Kreide, Quarz, Attapulgit, Montmorillonit oder Diatomeenerde und synthetische Gesteinsmehle, wie 
hochdisperse Kieselsaure, Almiuniumoxid und Silikate. Als feste Tragerstoffe fur Granulate kommen 
in Frage: z.B. gebrochene und fraktionierte naturliche Gesteine wie Calcit, Marmor,.Bims, Sepiolith, 
Dolomit sowie synthetische Granulate aus anorganischen und organischen Mehlen sowie Granulate' 
aus organischem Material wie Sagemehl .KokosnuBschalen, Maiskolben und Tabakstengel. Als Emu- 
igier und/oder schaumerzeugende Mittel kommen in Frage: z.B. nichtionogene und anionische Emu]- 
gatoren, wie Polyoxyethylen-Fettsaureester, Polyoxyetiiylen-Fettalkoholether, z.B. Alkylarylpolygly- 
colether, Alkylsulfbnate, Alkylsulfate, Arylsulfonate sowie Eiwetfhydrolysate. Als Dispergiermittel 
kommen in Frage: z.B. Lignin-Siufitablaugen und Methylcellulose: 

Es konnen in den FormuUerungen Haftmittel wie Carboxymetliylcellulose, naturliche und synthe- 
tische pulverige, komige oder iatexformige Polymere verwendet werden, wie Gummiarabicum, 
Polyvinylalkohol, Polyvinylacetat, sowie naturliche Phospholipide, wie Kephaline und Lecitliine, und ~ 
synthetische Phospholipide. Weitere Additive konnen mineralische und vegetabile Ole sein. 

Es kdnnen Farbstoffe wie anorganische Pigmente, z.B. Eisenoxid, Titanoxid, Ferrocyanblau und 
organische Farbstoffe, wie Alizarin-, Azo- und MeMlphmalocyainnfarbstoffe und Spurennalirstoffe, 
. wie Salze von Eisen, Mangan, Bor, Kupfer, Kobalt, Molybdan und Zink verwendet werden. 

Die Formulierungen enthalten im aUgemeinen zwischen 0,1 und 95 Gewichtsprozent Wirkstoff, 
25 vorzugsweise zwischen 0,5 und 90 %. 

Die erfindungsgemaBen Wirkstoffe konnen als solche oder in ihren Formulierungen auch in 
Mischung mit bekannten Fungiziden, Bakteriziden, Akariziden, Nematiziden oder insektiziden 
verwendet werden, urn so z.B. das Wirkungsspektrum zu verbreitem oder Resistenzentwicklungen 
vorzubeugen. m vielen Fallen erhalt man. dabei synergistische Effekte, d.h. die Wirksamkeit der 
30 Mischung istgro/Jerals die Wirksamkeit der Emzelkomponenten. 

Beim Einsatz der erfmdungsgemaCen Verbindungen als Fungizide konnen die Aufwandmengen je • ■ 
nach Applikation innerhalb groflerer Bereiche variiert werden. 
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ErfmdungsgemaB konnen alle Pflanzen und Pflanzenteile behandelt werden. Unter Pflanzen wer- 
den hierbei alle Pflanzen und Pflanzenpopulationen verstanden, wie erwiinschte und unerwiinschte 
Wildpflanzen oder Kulturpflanzen (einschlieGlich naturlich vorkommender Kulturpflanzen). Kul- 
turpflanzen konnen Pflanzen sein, die durch konventionelle Ziichtungs- und Optimierungs- 
methoden oder durch biotechnologische und gentechnologische Methoden oder Kombinationen 
dieser Methoden erhalten werden konnen, einschlieMicb der transgenen Pflanzen und einschlieB- 
lich der durch Sortenschutzrechte schiitzbaren oder nicht schiitzbaren Pflanzensorten. Unter Pflan- 
zenteilen sollen alle oberirdischen und unterirdischen Telle und Organe der Pflanzen, wie Spross, 
Blatt, Blute und Wurzel verstanden werden, wobei beispielhaft Blatter, Nadeln, Stangel, Stanune,' 
Bliiten, Fruchtkorper, Fruchte und Samen sowie Wurzeln, Knollen und Rhizome aufgefiihrt wer- 
den. Zu den Pflanzenteilen gehort auch Emtegut sowie vegetatives und generatives Vermehrungs- 
material, beispielsweise Stecklinge, Knollen, Rhizome, Ableger.und Samen. 

-Die erfindungsgemaBe Behandlung der Pflanzen und Pflanzenteile mit den Wirkstoffen erfolgt 
direkt oder durch Emwirkung auf deren Umgebung, Lebensraum oder Lagerraum nach den 
iiblichen Behandlungsmethoden, z.B. durch Tauchen, Spruhen, Verdampfen, Vernebeln, Streuen, 
Aufstreichen und bei Vermehrungsmaterial, insbesondere bei Samen, weiterhin durch ein- oder 
mehrschichtiges UmhiiUen, 

Die nachfolgenden Beispiele illustrieren yerschiedene Aspekte der vorliegenden Erfindung und 
sind. nicht limitierend auszulegen. 
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Fur die Klonierung von Unergll bzw. dessen Expression wurde der ORE aus genomischer DNA 
5 aus Ustdago maydis ilber genspezifische Primer amplifiziert. Die entsprechende DNA, ein Ampli- 
kon von 1059 bp Lange, wurde in den Vektor P DON201 von Invitrogen zwischenkloniert und 
anschheflend fiber Rekombination in den Vektor P DEST15 (Invitrogen) kloniert. Das resultierende 
Plasmid P DEST15_umergl2 enthalt die vollstandige kodierende Sequenz yon umer g 12 in einer N- 
tennmalen Fusion mit dem GST-Tag, das Bestandteil des Vektors ist Das UmEr g 12 Fusionspro- 
1 0 tein besitzt eine berechnete Masse von 74,5 kDa. 

FQr die heterologe Expression wurde das Plasmid P DESTl5_umergl2 in E. coli BL21 (DES) 
transformiert. Von den Transformanten wurde eine Vorkultur in 50 ml Selektionsmedium ange- 
impft. Diese Zellen wurden iiber Nacht bei 37°C inkubiert und anschlieBend 1:20 in Selektiols- 
' medium (LB-Medium mit 100 M g/ml Ampicillin) verdimnt Die Induktion erfolgte bei einer 
15 OD 600nm von 0,8 mit 0,1 mM IPTG (Endkonzentration) bei 30*C. Nach 3 h Induktion wurden die 
Zellen geemtet und direkt aufgearbeitet. 

Der Aufschluss erfolgte durch Sonifizieren ill Lysepuffer (100 mM Tris-HCl, pH 8, 5 mM DTT " 
5 mM MgCl 2 , 0,1 % Triton, 10 pM ATP) nach vorangegangener Lysozym Behandlung (15 Minu- 
ten, 30°C, 1 mg/ml finaJ in Lysepuffer), Die durch Zentrifugation (15 min bei 4°C, 10 000 g) 
t0 erhaltene Cytoplasmafraktion wurde fiir die Aufreinigung des exprimierten Proteins verwendet 
Nach Filtration durch eine 0,45 pm Nalgene Filtrationseinheit erfolgte die Reinigung nach dem 
Standartprotokoll des Herstellers fur Glutathion-Sepharose Saulen unter Verwendung des folgen- 
den Laufpuffers (100 mM Tris/HCl, pH 7,5; 10 uM ATP, 5 mM MgCl 2 , 5 mM DTT, 10 % Glyce- 
rin). Als Elutionspuffer wurde 50 mM Tris/HCl pH 8,0, 5 mM DTT, 5 mM MgCl 2 , 10 uM ATP, 
10 % Glycerin mit 20 mM reduziertem Glutathion verwendet. Das gereinigte Protein wurde bei - 
80«C gelagert. Aus 250 ml Knlturmedium konnte etwa 2,5 mg Iosliches Protein isoliert werden, 
das in Verfahren zum Identifizieren von Modulatoren der Mevalonat Kinase verwendet werden' 
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(A) Identifzierung von Modulatoren der M*v a 1 o Qa t Kinase jn 384-WeIl-MTP ft J± m 
gekoppelten Assay 

Zur Identifizierung von Modulatoren der Mevalonat Kinase wurden 384-Well-MikrotiterpIatten 
5 von Greiner verwendet. 

. In die erste und zweite Spalte wurde die Negativ-KontroUe pipettiert. Diese setzte sich zusammen 
aus 5 ul Losungl ( 5 %.DMSO in H 2 0), 20 ul Losung2 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl, 
12,5 mM Glutathion, 0,25 % BSA) und 25 ul Losung 3 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 ' 
20 mM KC1, 0,6 mM ATP, 0,8 mM PEP, 0,6 mM NADH, 20 mM DTT, 0,02 % Tween 20) mix 
10 200 mUPyruvat Kinase, 400 mULactat Dehydrogenase. 

K die dritte und vierte Spalte wurde die Positiv-Kontrolle pipettiert. Diese setzte sich zusammen 
aus 5ul Losungl (5 % DMSO in H 2 0), 20 ul L6sung4 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 
12,5 mM Glutathion, 0.25 % B SA, 0,1 ug Mevalonat Kinase) und 25 ul LosungS (100 mM 
Tns/HCl P H 7,5, 15 mM MgCl 2 , 20 mM KC1, 0,6 mM ATP, 0,8 mM PEP, 0,6 mM NADH, 20 mM 
DTT, 0,02 % Tween 20) mit 200 mil Pyruvat Kinase, 400 mU Lactat Dehydrogenase. 

In die verbleibenden Spalten wurde eine Prufsubstanz in einer Konzentration von 2 uM in DMSO 
vorgelegt, wobei zum Verdtinnen der Substanz H 2 G verwendet wurde. Nach Zugabe von 20 ul ' 
Losung 4 (100 mM Tris/HCl pH 7,5, 15 mM MgCl 2 , 12,5 mM Glutathion, 0,25 % BSA 0 1 ug 
Mevalonat Kinase) wurden zum Start der Reaktion 25 ul Losung 3 (100 mM Tris/HCl pH 7 5 15 
mM MgCl 2 , 20 mM KC1, 0,6 mM ATP, 0,8 mM PEP, 0,6 mM NADH, 20 mM DTT 0 02 % 
Tween20)mit 200 mU Pyruvat Kinase und 400. mU Lactat Dehydrogenase zugegeberi. Es folgte ' 
emelnkubationbei 25°C fur 20 Minuten. Die ausohlieUende Messung erfolgte durch Bestimmung 
der Absorption.bei 340 nm in einem fur MTP geeigneten SPECTRAPluor Plus von Tecan. 
Beispiel 3 

la die KavitBen von Mfaofterpla^. wurde ^ m6thailolisohe ^ ^ ^ ^ 
dungagemMen Verfahrens idemjfiriorfcn WMcatoffi in der gev^ehten Menge, versed mi, 
emem Elrmlgat0 , pipettier, Nachdem da, LOsongsmute, abgedampft w , ^ je Kavjmt ' 
200 p, Po^Dextoe-Mediun, hinzugefugt Das Medium wrde vomer mi, ^ Kon . 
zentrationen von Sporen bzw. Mycelen des zu prtifenden Prizes versetet 

Die resultierende Konzentration des Emolgators betrag 300 ppm. 
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D,e Flatten warden anschlieflend auf einem Schiittler bei einer Temperatur von 22°C inkubiert bis 
m der unbehandelten Kontrolle em ausreichendes Wachstum feststellbar war. Die Auswertung 
erfolgte photometrisch bei einer Wellenlange von 620 nm. Aus den Messdaten der verschiedenen 
Konzentrationen wird die Wirkstoffdosis, die zu einer 50 %igen Hemmung des Pilzwachsturns 
gegenuber der unbehandelten Kontrolle fuhrt (ED J0 ), berechnet. 
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Patentanspriiche 

1- Verfahren zum Identifizieren von Fungiziden, dadurch gekennzeichnet, dass man 

(a) ein Polypeptid mit der enzymatischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase mit einer 
chemischen Verbindung oder einem Gemisch von chemischen Verbindungen unter 
Bedingungen, die die Interaktion der chemischen Verbindung mit dem Polypeptid 
erlauben, in Kontakt bringt, • 



(b) 



10 (C ) 



die Aktivitat der Mevalonat Kinase bei Abwesenheit der chemischen Verbindung 
mit der Aktivitat der Mevalonat Kinase bei Anwesenheit der chemischen Verbin- 
dung oder des Gemisches von chemischen Verbindungen vergleicht, und 

die chemische Verbindung, die die Mevalonat Kinase spezifisch mhibiert, aus- 
wahlt. 



Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 



man 



(a) das bei der Reaktion der Mevalonat Kinase entstehende ADP mit Hilfe einer 
Pyruvatkinase zu ATP umsetzt, 

15 (b) das dabei entstehende Pyruvat mit Hilfe einer Laktat Dehydrogenase unter NADH- - 

Verbrauch zu Laktat umsetzt, und 



(c) 



den Verbrauch des NADHs anhand einer Absorptionsanderung verfolgt 



3. Verfahren gemafi Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet; dass man eine Hemmung der 
enzymatischen Aktivitat anhand einer geringeren Zunahme der ADP-Konzentration 
20 bestimmt. 



man an 



4. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
einem weiteren Schritt die fungizide Wirkung der identifizierten Verbindung testet, indem 
man sie mit einem Pilz in Kontakt bringt. 

5. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
■5 Mevalonat Kinase aus einem Pilz verwendet. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
Mavaionat Kinase aus einem pflanzenpathogenen Pilz verwendet. 
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7. Verfahren zum Bekampfen von pflanzenpathogenen Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass 
man einen Inhibitor einer pilzlichen Mevalonat Kinase auf den Pilz oder die vom Pilz 
befallene Pflanze einwirken lasst. 

8. Verwendung von Inhibitoren eines Polypeptids mit der Aktivitat einer Mevalonat Kinase, 
welche durch ein Verfahren gemaB einem der Anspriiche 1 bis 4 identifiziert werden, als 
Fungizide. 

9. Nukleinsaure, kodierend fur ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat 
Kinase, dadurch gekennzeichnet, dass sie fur eine Mevalonat Kinase aus U. maydis 
kodiert. 

10. _10. Nuklemsauren aus pflanzenpathogenen Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass sie eine 
Sequenz umfassen, die ausgewahlt ist aus: 

a) einer Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1, 

b) Sequenzen, die fur ein Polypeptid kodieren, welches die Aminosauresequenz 
gemaB SEQ ID NO: 2 umfasst und 

15 C) Sequenzen, welche eine zumindest 90 %ige Identitat mit den unter a) und b) defi- 

nierten Sequenzen aufWeisen und fur das Sequenzmotiv [LIVM]-[PK]-x-[GSTA]- * 
x(0,l)-G-[LM]-[GSJ-S-S-[GSA]-[GSTAC] kodieren. 

1 1- DNA-Konstrukt umfassend eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10 und einen hetel 
rologen Promotor. 

I 

- 

20 12. Vektor umfassend eine Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10, oder ein DNA-Konstrukt 
gernaB Anspruch 11. 

13. Vektor gemaB Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsaure funktionell 
mit regulatorischen Sequenzen verkmipft ist, die die Expression der Nukleinsaure in pro- 
oder eukaryotischen Zellen gewahrleisten. 

*5 14. Wirtszelle enthaltend ^ Nukle^toe gemaB Anspruch 9 oder 10, ein DNA-Konstrukt. 
gemaB Anspruch 11 oder- einen Vektor "^^"p^^YiU^yi. 

15. Wirtszelle gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn eine prokaryo- 

tische oder eukaryotische Zelle handelt. ■ - % 
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16. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, welches von einer 
Nukleinsaure gemaB Anspruch 9 oder 10 kodiert wird. 

17. Polypeptid mit der biologischen Aktivitat einer Mevalonat Kinase, welches eine Amino- 
sauresequenz gemaB SEQ ID NO: 2 umfasst. 



WO 2005/003355 



- 1/5 - 



PCT/EP2004/006766 




+ ATP 



Mevalonate Kinase 




ADP 



Abbildung 1 



WO 2005/003355 



-2/5- 



PCT/EP2004/006766 



1 
1 

i 
i 
i 

i 
i 
i 

51 
1 

26 
26 
48 



S cerevisiae 
. s pombe 

U maydis 

MAEQEHNGVNGFHSESEQRNQPVNGDASEAVNGNPSNGLRVTIEESASSA N crassa 

M grisea partially 



. m s lpfltSaIpgkvS i|fge3s aRynk 

; MSKSLIV S S PGKT I LFGEE AV V YGA 

MNRARLETRGGEGEPRSAQDHPPPSSVW S A PGKV I L FGEE AVVHGI 

VNGGS PTNSMLTPIRQR^ERKKS S PMMPT FMV[^]pGB[V I V FGEE AV V HGK 



pSvrasVS^STHLL ISESS - APDlSEgDJ^DSs FN§: 
TBI &AAVS- LP Si! CKLQTTN — NNE I VIVMSfol GTERR 



TP. 



101 ASI&2AIS 



V AP. SVA- LFC¥ ANVSPRE — DGK I S L 



1 ^V[A^IN-^s|^LLVTALSKSKRT3T|ljRF]PDI 



DLPDLGVI 



LE S ¥ LLVNTLSKSKRTVT IKFPDI DFNH SWN1DE LPW KI FQ 



HTWNIADLPK SAVP 



|s§N DFNA ITED 

IlqsIlpWqhvt 



DLIETWNIDDLPft 



STFS 



S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 

S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 



75 QVNSQKLAKAQQATDGLSQEHvSIiLDPlfilAQLS 



73 VENVQHPASSPNL 

95 -KSIQGGGAVPDS 

150 QPGKKKYYYSLVT — ] 
4 9 _QP SKKKYYYDLVT — 



ES FHYhHafC S cerevisiae 

D I LQGLGEljljKNEE — NG LIRSSMLC S pombe 

LDKTI IGAIEKWGDTVNESE ; — RSHAgSIA U maydis 

-EI DQE I VDAVQPBfflADVS IDKPADIRKVHQNSAGS N crassa 
SLDPDyMDAIQPHgEPVSSDAPDAQRKVHMSgAAA M grisea partially 




CI CPHAKN — IKF, _ 

h|eJt sjijs s psqg — ctlti sld qv|p@i 



»YMC I AGQADARAQAFVHR S AI P I GAGLG S SP Al|s 



FLYME LSI GSQSFP-GCQYT(i|R 
FLYL E MS I GSHAFP-i 



'S@i^TlJPIGAGLGSS3sff 



GAGLG SSPT1S VWAT , 



TIP! GAGLG S SP. 



GGIYTIRSTIPIGAGLGSSAS 



^VSgAlgMAYLGG S cerevisiae 
'sHlLAFG S pombe 
SC&1AA|aITILYG U maydis 

SCISAAILLQLR N crassa 
ggSAIAllLLQIR M grisea partially 



166 LIGSNDLEKLSENDK---HIV§^AE|IGjE 
158 niepHssnslqnnka — -LAlfijEA W^E LG E 
. - - - - — GSELSAEHST- 



-186 RIPA|E 
247 
146 



H IK EWAE LS E KVIHG TPSG V D1S 
TLSGfelHPDQPPEEARLQIERIK R WAE VY E MF IHG N PSG V D* 



TLSG@HPDQPPDEARVQVEI^R|^VA@^ 



KCIHGTPSGIDfcAVATY 



CCIHGTPSG IDftAV AfljNGGLI S pombe 



S cerevisiae 




jl U maydis 
N crassa 

M grisea partially 



213 
206 
232 
297 
196 

263 
252 
281 
343 
242 



L E EKDSHNGT INTNN FKB0DD§ PAI PMI LT yHrI PRIstSdiJv 

A E RKATAH QSAMKEE I KPKDTLS VTtf ITDT KQPK STK KL V Qi 

A E TRAHPSNTLTANKMNK I KgSIs S FRFLLV eJs CVGREg|k KL I. 

V E QRTDYN — -QPPSVRpJljWD E PKLPLLLVjDliRTAI^S^AH' ~ 

V E QRLDYA RPPWT PMWD E 



PELPLLyvjDl|KQAK lsT^ YEHEKMA^ 




VT S cerevisiae 
K- S pombe 
AAQK- U maydis 
AljlK- N crassa 

R- M grisea partially' 



EKFEEVMKPI 



I^DAMGECALQGLEIIyfflKLSKCKGTDDEAVgTNNELYEQLL S cerevisiae 

jjlDAIDGISKSAVLAIISE SDKNSS AKKLG S pombe 

(AaHaRI QT IAD S AQLVlg) GN -SGLSRS@Q VAQLR U maydis 

KKH|E)QLVGT|lljTAIDQVTQSSAQLIEEQ GFNTEDEE S LSKVG N 

DSMDKLTQAATDVLQDE DFDNEDVE £ 



ERIETVIDS 
E SEETRVN2 



THEKIVNSII 



crassa 

-LQKVG M grisea partially 




;vse P 



ECLGVSEYSIDRV 



.VSLdVSE 



ILIKNI 
— l 



SDDLRIG — S TKLTGAGGGGC 



QATKSjlGj — W TKLTGAGGGGC TI I 
jVSriASlLEjLIKNKTESFAPDQLA TKLTGAGGGGC AV I 



LV S LGVSE PP LE RVRE I VDHE 



PR LE RVRE I VDHE 



— W TKLTGAGGGGC 



— W TKLTGAGGGGC SI I 



SlfE 



SII 



■S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 



WO 2005/003355 PCT/EP2004/006766 

. - 3/5 - 



361 EiIrrditc 

337 LITPEC 
372 LIPDDFEE 
4 33 LIJRPGVPF 
332 fjMRPDVPF 



qidsfkkkHqddfsyetfetdlSgtBccllsaknlnkdlki 

efklckes i lahk-n s i ydvq1 z gf g vswtdsds 

kvkelmse i enag- fkcyetrv e gd g fgvkllqdeqe 

KLDKLEQR I DEEG-YSKFETTlJgSDgVGVLWPAVLKNGMDE 
KLERLKERgjDHE 



411 KS LVFQLFENKTTTKQQI DDLLLPGNTNLPWT S 

380 FFPQYESDFDFKKLNLLSKFNKYYI 

417 — E AEAKLRFKEANVSNELAVWADELAGWVFA. 

4 82 DEEGGME I DLEKFL SAD SNE ALEKLVG VHGDRGERE GWKFWR VENRD 
352 



S cerevisiae 
S pombe 
U maydis 
N crassa 

M grisea partially 

S cerevisiae 
S pombe 
U. maydis 
N crassa 

M grisea partially 



Abbildung 2 




Abbildung 3 



WO 2005/003355 



-5/5- 



PCT/EP2004/006766 




Abbilduug 4 



10/562472 

IAP15Rec'dPCT/PT0 2 2 DEC Z005 



WO 2005/003355 

PCT/EP2004/006766 

-1- 

SEQUENCE LISTING 
<110> Bayer CropScience AG 

<120> Verfahren zum Identif izieren von fungizid wirksamen 

Verbindungen basierend auf Mevalonat Kinasen aus Pilzen 



<130> 


BCS 03-3035 


<160> 


2 


<170> 


Patentln version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


1341 


<212> 


DNA 


<213> 


Ustilago maydis 


<220> 




<221> 


CDS 


<222> 


(1) . . (1341) 


<223> 




<400> 


1 



atg aac cgt gca agg etc gag acc cgc ggc ggt gaa ' ggg gaa cct cgc 

Met Asn Arg Ala Arg Leu Glu Thr Arg Gly Gly Glu Gly Glu Pro Arg 

1 5 10 . . 15 

teg get cag gat cac ccg ccg ccg teg teg gtg gtt gtc agt gcg cct 
96 

Ser Ala Gin Asp His Pro Pro Pro Ser Ser Val Val Val Ser Ala Pro 
20 25 30 

ggc aag gtg ate ctt ttc ggt gag cac gca gtg gtg cat ggt att act 
144 

Gly Lys Val He Leu Phe Gly Glu His Ala Val Val His Gly He Thr 
35 40 45 

get gtc gcc gcc teg gtg gcg ctg cga tgc tac get aac gta teg cca 
192 

Ala Val Ala Ala Ser Val Ala Leu Arg Cys Tyr Ala Asn Val Ser Pro ' 
50 55 " 60 

cga gag gat ggc aag att teg etc gat ttg cct gat etc ggc gtg ate 
240 

Arg Glu Asp Gly Lys He Ser Leu Asp Leu Pro Asp Leu Gly Val He 
65 70 ' 75 80 

cac act tgg aac ate gcc gat ctt cct tgg tct get gtg cct aaa tec 
■ 288 . ~ . 

His Thr Trp Asn He Ala Asp Leu Pro Trp Ser Ala Val Pro Lys Ser 
85 " 90 95 

att ■ caa ggt .ggt ggc gcc gta cct gac teg etc gac aag acg ctt att 
336 " 

lie Gin Gly Gly Gly Ala Val Pro Asp Ser Leu Asp Lys Thr Leu lie 
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100 105 no ' 

ggc gcc ate gaa aag gtg gtg ggc gac acg gtc aac gag age gaa aga 

Gly Ala He Glu Lys Val Val Gly Asp Thr Val Asn Glu Ser Glu Ara 
115 120 125 y 

age eat get get teg ate gcc ttt ctg gtg ctt tac atg tgc ate gee 

Ser His Ala Ala Ser He Ala Phe Leu Val Leu Tyr Met Cys He Ala 

135 140 

ggt cag get gat gcg egc get cag gea ttt gtg ctg cgt teg get ctg 
Gly Gin Ala Asp Ala Arg Ala Gin Ala Phe Val Leu Arg Ser Ala Leu 

155 160 

528 ^ 9Ca gga Ct ° ggC tca a< ? c 9 CC 9cg etc age teg tgc etc 

Pro lie Gly Ala Gly Leu Gly Ser Ser Ala Ala Leu Ser Ser Cys Leu 

170 175 



age- 



get gcg gcg etc acc ate etc tat ggt cgc att ccc get ccg ggc 

Ala Ala Ala Leu Thr lie Leu Tyr Gly Arg He Pro Ala Pro Gly Ser 

185 190 

/|aa ctg tca get gag cac teg aca eac ate aac gaa tgg gcc ttt ttg 

Glu Leu Ser Ala Glu His Ser Thr His lie Asn Glu Trp Ala Phe Leu 

200 205 
tet gaa aag gta att cac ggc acc ccc teg ggt gtt gac aac acg gtg 

Ser Glu Lys Val- He His Gly Thr Pro Ser Gly Val Asp Asn Thr Val 

. ' 215 220 

get gtt cat ggc gga gcg ' ate get ttc act cgt get cac eca age aac 
Ala val His Gly Gly Ala He Ala Phe Thr Arg Ala His Pro Ser Asn 

zjd 240 
acg etc aca gee aac aag atg aac aag etc aaa ggc ttc' tet teg ttc 
Thr Leu Thr Ala Asn Lys Met Asn' Lys Leu Lys Gly Phe Ser Ser Phe 

cgt ttc etc etc gtc gac age tgc gtc ggc egc gag ggc aag aag ctg 
Arg Phe Leu Leu Val Asp Ser Cys Val Gly Arg Glu Gly Lys Lys Leu 

265 270 
ate get cac gtt gca get cag aag gaa tec gag ccg act cgt gtc aat 

He Ala His Val Ala Ala Gin Lys Glu Ser Glu Pro Thr Arg Val Asn 

280 285 

gcg get etc get cga ate cag acg ate gee gat teg gcc cag etc gtg 

fto ^ 116 |j? ^ 116 Ala ASP Ser G1 * ^u Val 

295 300 

etc act ggc aac teg ggt etc tet egc tec gag eaa gtt gca cag ctt 

Leu Thr Gly Asn Ser Gly Leu Ser Arg Ser Glu Gin Val Ala Gin Leu 
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305 310 315 . 320 

^ 9 aa ctg ate aag cag aac cat age gaa ctt gtt ggg etc gag gta 
1008 ~ " 

Arg Glu Leu He Lys Gin Asn His Ser Glu Leu Val Gly Leu Glu Val 
325 330 ~ 335 

1056 gCt tCg Ctg gag ttg atc aag aac aa S acc 9*<3 teg ttt gca 

Ser His Ala Ser Leu Glu Leu He Lys Asn Lys Thr Glu Ser Phe Ala 
340 345 350 

H04 9at cag ctg gct act aag ctc aca ggt g° c gg a ss* gga gga t g t 

Pro Asp Gin Leu Ala Thr Lys Leu Thr Gly Ala Gly Gly Gly Gly Cys 
355 360 365 

1152 ° t9 C ° 9 ttt gag gag aag gtg aag gag 

Ala Val Thr Leu Leu Pro Asp Asp Phe Glu Glu Glu Lys Val Lys Glu 
370 375 380 

1200 at9 ^ Ctg " C ttt: tgC ta ° 9ag aC ° aga 

Leu Met Ser Glu Leu Glu Asn Ala Gly Phe Lys Cys Tyr Glu Thr Aro 
38 5 390 - 395 400 

1248 ^ ga ° gg ° Ctt ° tg Ca9 9aC gaa ° ag gag 

Val Gly Gly Asp Gly Phe Gly Val. Lys Leu Leu Gin Asp Glu Gin -Glu 
405 410 415 

gag gec gag gec aag ctg cga ttc aag gaa gec aac gtg age aac qaq . 
1296 - - - ^ 

Glu Ala Glu Ala Lys Leu Arg Phe Lys* Glu Ala Asn Val Ser Asn Glu 
420' 425 430 ' 

1341 9tg tgg gCt gat gCt 9gt tgg gtB ttt: gC ° tga 

Leu Ala Val Trp Ala Asp Glu Leu Ala Gly Trp Val Phe Ala 
435 440 * 445 

<210> 2 . .. 

<211> 446 

<212> PRT 

<213> Ustilago maydis 

<400> 2 

Met Asn Arg Ala Arg Leu Glu Thr Arg Gly Gly Glu Gly Glu Pro Arg 
1 5 10 ■ 15 

Ser Ala Gin Asp His Pro Pro Pro Ser Ser Val Val Val Ser Ala Pro. 
20 25 30 



Gly Lys Val He Leu Phe Gly Glu His Ala Val Val His Gly He -Thr- 
35 40 45 
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Ala Val Ala Ala Ser Val Ala Leu . Arg Cys Tyr Ala Asn Val Ser Pro 
50 55 60 

Arg Glu Asp Gly Lys He Ser Leu Asp Leu Pro Asp Leu Gly Val He 
65 70 75 ; " 80 

His Thr Trp Asn He Ala Asp Leu Pro Trp Ser Ala Val Pro Lys Ser 
85 so 95 

He Gin Gly Gly Gly Ala Val Pro Asp Ser Leu Asp Lys Thr Leu He 
100 105 HO 



Gly Ala lie Glu Lys Val Val Gly Asp Thr Val Asn Glu Ser Glu Ara 
115 120 125 



Ser His Ala Ala Ser He Ala Phe Leu Val Leu 



130 



135 



Tyr Met Cys He Ala 
140 



Gly Gin Ala Asp Ala Arg Ala Gin Ala Phe Val Leu Arg Ser Ala Leu 
x " 150 . 155 



160 



Pro He Gly Ala Gly Leu Gly Ser Ser A1e 



,. s , r La Ala Leu Ser Ser Cys Leu 

1^5 170 175 



Ala Ala Ala Leu Thr He Leu Tyr Gly Arg He Pro Ala Pro Gly Ser 



185 



190 



Glu Leu Ser Ala . Glu His Ser Thr His lie Asn Glu Trp Ala Phe Leu 
19o 200 one 



205 



Ser Glu Lys Val He His Gly Thr Pro Ser Gly Val Asp Asn Thr Val 

215 220 



Ala Val His Gly Gly Ala He Ala Phe Thr Arg Ala His Pro S 
225 230 235 



er Asn 
240 



Thr Leu Thr Ala Asn Lys Met Asn Lys Leu Lys Gly Phe Ser Ser Phe 



250 



255 



Arg Phe Leu Leu Val Asp Ser Cys Val Gly Arg Glu Gly Lys Lys Leu 



265 



270 



He. Ala His Val . Ala, Ala Gin Lys. Glu Ser Glu Pro Thr Arg Val Asn 



Ala Ala Leu Ala Arg lie Gin Thr lie Al 
290 295 



a Asp Ser Ala Gin Leu Val 
300 



WO 2005/003355 PCT/EP2004/006766 



Leu Thr Gly Asn Ser Gly Leu Ser Arg Ser Glu Gin Val Ala Gin Leu 
305 310 315 320 

Arg Glu Leu lie Lys Gin Asn His Ser Glu Leu Val Gly Leu Glu Val 
325 330 ~ 335 

Ser His Ala Ser Leu Glu Leu He Lys Asn Lys Thr Glu Ser Phe Ala 
340 345 350 

Pro Asp Gin Leu Ala Thr Lys Leu Thr Gly Ala Gly Gly Gly Gly Cys 
355 360 365 

Ala Val Thr Leu Leu Pro Asp Asp Phe Glu' Glu Glu Lys Val Lys Glu 
37.0- 375 -38 0 

Leu Met Ser Glu Leu Glu Asn Ala Gly Phe Lys Cys Tyr Glu Thr Arcr 
38 5 390 ~ 395 ■ - 400 

Val. Gly Gly Asp Gly Phe Gly Val Lys Leu Leu Gin Asp Glu Gin Glu 
405 410 415 

Glu Ala Glu Ala Lys Leu Arg Phe Lys Glu Ala Asn Val Ser Asn Glu 
420 425 430 



Leu Ala Val Trp Ala Asp Glu Leu Ala Gly Trp Val Phe Ala 
435 440 ~ 445 
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* Basondere Kategorion von angegebenen Veroffenilichungen : 

'A' Veroffentlbhung, die den allgemeinen Stand derTechnikdefiniert 

aoer nlcht als besonders bedeutsam anzusehen Ist 
"E" aiteres Ookiiment, das Jedoch erst am oder nach dem intematlonalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 
Vsroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, oderdurch die das VerCffentiichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegtwerden 
soll.ader die aus einem anderen besDnderen Grund angegeben ist fwie 
ausgefuhrt) 

Veroffentlichung, die sich auf elne mGndllche Offenbarung, 
. . ein e Benutzung, eine Aus'stellung oderandere MaBnahmen bezieht 
P Veroffentlichung, die vor dem Internationale n Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 
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T Spatere Verdffenilichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Pnontatsdatum verdffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kolfidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugnjndeliegenden Prinzips oder der ihrzugrundelieqenden 
rneorie angegeben ist 9 

"X" Veroffenilichuhg von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend belrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit baruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebrachtwird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegendlst 

"d" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 
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Name und Pastanschrtft der Intemationalen RecherchenbehOrde 
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'Feld II Bemerkungen zu den AnsprOchen, die stch ale nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von PunktH^iiSTTT 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden ffitr bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht 



erstellfc 



1 . Anspruche Nr. 

well sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. I [ Anspruche Nr. 



3. Q Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht enteprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt sind. 

Feld HI Bemerkungen bei ma ngelnder Einheltlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 
Die Internationale Recherchenbehorde hat festgesteiit, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe*Zusatzblatt 



1 * lZI der A nm p } der alle erforderlichen zusatzfichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat erstreckt sich dieter 
■ 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 1 erstrecKi sich dieser 



*J E^ilSS r i chB u rchi f bare " Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte der eine 
—J zusatzhche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen GebXau%efordert. 



3 * Q ? n ?J?L«™^ Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 

Ar^prfchfNr MT die Ans P r0che ' fQr dle Gebuhren entrichtet warden sind, namlich auf die 



SSrflSSSr ha [ i d i e ^ rf °^ e '; I ^ nen zusatzHchen Recherchengebuhren nicht. rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht^ sich daher auf die in den AnsprOchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprOchen er- 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs Q Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anrnelder unter Widerspruch gezahlt. 

> | | Die Zahlung zusatzficher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 
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internat.onale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfjndungen'enlhll t. 

1. Anspriiche: 1-8 
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Verwendung einer Mevalonat Kinase, soSie VerleXa der 
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als Fungizide, insbesondere zuVBeSXg KinaSe " Aktl V1 tat 
pflanzenpathogener Pilze. y 
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Nukleinsaure- und Polypeptidesequenzen, die for eine 
Mevalonat Kinase aus Ustilago maydis kodieren gemass SEO ID 
NO.1,2, sovne dTesbezugliche AusfUhrungsformen Q 
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